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Zusammenfassung
Mono-ADP-Ribosyltransferasen (ARTS) sind Enzymes NIAD unter Freisetzung

von Nicotinamid spalten und den Transfer von ADBd3e auf Zielproteine
katalysieren. Bekannte bakterielle ARTs sind Z0Bolera- und Pertussistoxindie
die Signaltransduktion in Wirtszellen durch ADP-83llierung von G-Proteinen
hemmen. Toxin-verwandte eukaryotische ARTs inhédxier elementare
Zellfunktionen auf Lymphozyten. Ziel dieser Arbeivar es, Zielproteine
eukaryotischer ARTs zu identifizieren und zu cheegkieren, die den
Ausgangspunkt fur das Verstadndnis der Wirkung vdRT4A in T-Zellen bilden
konnten.

Zu diesem Zweck wurde ein Antikorper-basierter Aisgam Nachweis von ADP-
Ribosylierung auf der Zelloberflache etabliert. €n¥Werwendung eines mit einer
etheno-Gruppe modifizierten NADs (etheno-NAD) unutem Verwendung des fur
etheno-Adenosin spezifischen Antikdrpers 1G4 wurdgheno-ADP-ribosylierte
Zielproteine im FACS und im  Westernblot dargestellt Durch
massenspektroskopische Untersuchung von 1G4-Imramipiiaten gelang der
Nachweis neuer ART-Zielproteine.

Im Westernblot konnte die ADP-Riboslylierung bek@mrZielproteine wie LFA-1,
CD44 und CD45 bestatigt werden. AulRerdem wurdemalst humanes CB8als
Zielprotein von hART1in vitro nachgewiesen. Daneben wurde untersucht, inwiefern
der enzymatische Abbau durch das NAD verstoffwdadseEktoenzym CD38 die
Verfugbarkeit von extrazellularem NAD als Substiist hART1 begrenzt. Dabei
konnte eine CD38 vermittelte Hemmung der ADP-Riliesyng in cis
nachgewiesen werden. Mittels massenspektroskopigaeyse konnten DEC-205
und Neuropillin-1 als neue Zielproteine von ARTsentlfiziert werden. Des
Weiteren wurden Hsp 70 und Hsp 90 als mdoglicherdkteonspartner von ART-
Zielproteinen identifiziert. Um Schnittstellen zefsen ART-Zielproteinen und der
Signaltransduktion von T-Zellen herzustellen, wuardénteraktionen zwischen
Zielproteinen von ARTs und Tyrosinkinasen untersudfatsachlich zeigten sich
zahlreiche solcher Interaktionen in primaren Madgellen. Es fanden sich ferner

Hinweise darauf, dass zwei dieser Proteine mit kldergewichten von ca. 64 und
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80 kDa in die frihe Signaltransduktion von T-Zellewolviert sein konnten. Die
Identifizierung dieser Proteine erscheint vielveeshend, um die Beziehung
zwischen ART-Zielproteinen und der T-Zell-Signatisduktion zu verstehen.
Zusammengefasst bieten die neu identifiziertenpZogkine wichtige Grundlagen,
um die Effekte eukaryotischer ARTs aufklaren zuri&m



Abstract 12

Abstract

Mono-ADP-ribosyltransferases (ARTs) are enzymes,clwhcleave NAD and
catalyse the transfer from ADP-ribose onto targettgins while nicotinamid is
released. Well known bacterial toxins are ARTs sasttholera- or pertussistoxin,
who inhibit the signal transduction through ADPeaglylation of G proteins. Toxin-
related eukaryotic ARTs suppress elementary celttians of T lymphocytes. The
aim of this work was to identify and to characteriarget proteins of eukaryotic
ARTSs as a starting point to understand these ARdiabed mechanisms.

Therefore an antibody-based assay to detect AD#3ylation was established. An
antibody specific for etheno-adenosine could idgmiheno-ADP-ribosylated target
proteins in FACS- and western blot analysis usihgmo-NAD as a substrate.

The method was validated on known target proteingdstern blot analysis and used
to identify new target proteins using mass speottoyn It could be shown that
human CD8-alpha can be modified by human ARTYitro as has been seen for
mouse CD8-alpha before. The influence of the NABbetzyme CD38 on ADP-
ribosylation was analysed. A CD38 mediated inhioitof ADP-ribosylationin cis
could be demonstrated. Using mass spectrometrysasd)EC-205 and Neuropillin-
1 could be identified as new target proteins of ARFurthermore Hsp 70 und Hsp
90 were determined as possible interacting with A&@et proteins. To locate
interfaces in the signal transduction interactibesveen ART targets and tyrosine
kinases were analysed. Indeed several of suchactiens could be detected in
primary mouse T cells. Two of these interactingt@rs with molecular weights of
about 64 and 80 kDa seemed to be involved in thky sggnal transduction of T
cells. The identification of these targets holdgnpise to understand the relationship

of ART target proteins and T cell signal transdwcti
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1 Einleitung

Was sind ADP-Ribosyltransferasen (ART€)Bwohl diese Enzyme keinen sehr
grof3en Bekanntheitsgrad haben, ist doch fast jel@erdiese Zeilen hier liest, selbst
schon mit mindestens einer ADP-Ribosyltransferase direkten korperlichen
Kontakt getreten. Der Impfstoff gegen die gefurtdhterkrankung Diphtherie enthalt
namlich eine ADP-Ribosyltransferase- den Virulekida des Corynebacterium
diphtheriae(Erreger der Diphtherie)- das Diphtherietoxin. ARJind Enzyme, die
NAD" als Substrat verwenden und den Transfer der AD@gR-Gruppe von NAD
auf spezifische Zielsubstanzen (am haufigsten Peteunter Freisetzung von
Nicotinamid katalysieren ((Koch-Nolte et al., 2001blaag and Koch-Nolte, 1997)
(Aktories, 1991)). Haufig beeinflusst die ADP-Rigbsrung eines Zielproteins
dabei dessen FunktionWas macht das Diphtherietoxin so gefahrlicias
Diphtherietoxin bewirkt im Zytosol der Zelle durcADP-Ribosylierung seines
Zielproteins Elongationsfaktor 2 dessen Inaktwgy und somit das
Zusammenbrechen der Proteinbiosynthese, was desrddng der Zelle zur Folge
hat. Neben den gut untersuchten prokaryotischen SARAd deren Zielproteinen
wurde in den letzten Jahren eine ganze Familieewd@ryotischen ARTs kloniert,
Uber deren Funktion und deren Zielproteine wenidgmkannt ist. Unsere
Arbeitsgruppe ist dabei vor allem an der Erforschder Funktion eukaryotischer
ARTs im Immunsystem interessiert. So konnte ART2lén Maus und in der Ratte
auf reifen T-Zellen des Immunsystems identifizidrden und es zeigte sich, dass
ARTs Einfluss auf wichtige Prozesse im Immunsystasitzen. Im folgenden soll
eine Einflhrung in das Immunsystem mit einem Schwekt auf der
~immunologischen Synapse“ zwischen dendritischellezend T-Zelle, sowie ein
Uberblick Uber die eukaryotischen ARTs und ihrel@igteine im Immunsystem

gegeben werden.
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1.1 Das Immunsystem

Zum besseren Verstdndnis kann man das Immunsystenspezifische und
unspezifische Immunitat aufteilen. Die Mechanisnden unspezifischen Immunitét
sind dabei angeboren (préaformiert) und reagierehnat wohingegen die
spezifische Immunantwort im Verlauf der Auseinasd&zungen mit einem Antigen

erworben wird.
1.1.1 Die unspezifische Immunitét
Die unspezifische Immunitat wird durch humorale aetlulare Faktoren vermittelt.

1.1.1.1Die humorale Immunitat

Zur humoralen Komponente zahlen in Korperflissitgkeigeloste Komponenten
(lat. humor: Flussigkeit) wie z.B. das Komplemestsyn, welches bei Aktivierung -
klassisch durch Immunkomplexe, alternativ durchtéadlle Faktoren - in einer
kaskadenartigen Reaktion einen Membranangriffskemplildet, um die Zielzelle
abzutéten. Des Weiteren zahlen protektive Proteteez.B. das Bakterienzellwande
spaltende Lysozym, Akute-Phase- Proteine wie dascaktve Protein und
verschiedene Zytokine wie z.B. Interleukin 6 odétFfa dazu. Ebenso gehoren
Chemokine zur unspezifischen humoralen Immuniiétden Entztindungszellen den
Weg zum Ort der Entzindung bahnen, und verschietiéegerone, die z.B. von

virusinfizierten Zellen gebildet werden, um der&ausbreitung entgegenzuwirken.

1.1.1.2Die zelluldre Immunitat

Zur unspezifischen zellularen Immunitat gehérenn@lazyten, Monozyten und die
von Monozyten abgeleiteten Zellen wie Makrophaged Antigen préasentierenden
Zellen (APCs). Granulozyten sind an der PhagozyoseMikroorganismen im Blut

und am Infektort beteiligt. APCs sind z.B. dendugtie Zellen, die im Rahmen der T-
Zell-Aktivierung eine Schlisselrolle spielen undrsbein sehr wichtiges bindendes

Glied zwischen unspezifischer und spezifischer Imitéa darstellen.
1.1.2 Die spezifische Immunitat

Die spezifische Immunitéat ist im Gegensatz zur eagfschen Immunitat erworben.

Sie setzt sich ebenso aus humoraler und zellul&amgwunitat zusammen, wobei B-
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Zellen mit sezernierten Antikorpern den humoralehe®kel und T-Zellen mit ihrem
T-Zell-Rezeptor (TCR) den zellularen Schenkel dpez#fischen Immunantwort
Ubernehmen. T- und B-Zellen stammen von pluripetenyorlauferzellen des
Knochenmarks ab. Sie machen beide eine so genReifteng durch, wobei die T-
Zellen diese im Thymus, die B-Zellen diese im Kreruimark durchlaufen. T- und B-
Zellen entwickeln wéahrend dieser Reifung durch Refsimation ihrer genomischen
DNA ein immens grof3es Repertoire von Immunglobulinad spezifischen T-Zell-
Rezeptoren, wodurch sich die Anpassungsfahigkeaitlisenunsystems an die grol3e

Zahl unterschiedlicher Antigene erklaren lasst.
1.1.2.1Die B-Zellen

B-Zellen binden mit ihren spezifischen Immunglobheh vor allem I6sliche
Antigene. Die Aktivierung der B-Zelle fuhrt zur HMferation und zur
Differenzierung zur Antikorper produzierenden Plageile. An der Aktivierung von
B-Zellen sind T-Helfer-Zellen beteiligt. Andererseikonnen B-Zellen auch als

Antigen prasentierende Zellen (APCs) fungieren.

1.1.2.2Die T-Zell-Reifung und zentrale Toleranz:

Die Reifung beginnt in der aul3eren Zone des Thyrdas,subkapsularen Region.
Von dort finden tUber den Kortex bis zur Medulla dierschiedenen Phasen der
Reifung statt. Die T-Zellen unterlaufen im ThymusndProzess der so genannten
positiven und negativen Selektion. Bei der positi@elektion Uberleben nur die T-
Zellen, die fahig sind, korpereigene MHC-Molekuile erkennen. Im Prozess der
negativen Selektion (oder auch klonale Deletiof)egeT-Zellen in Apoptose, die
gegen korpereigene auf MHC prasentierte Peptidieldet sind. Diese Selektion
dient der Vorbeugung von Autoimmunerkrankungen wvicd auch als zentrale
Toleranz bezeichnet. Die unterschiedlichen StademReifung kbnnen anhand von
verschiedenen Oberflachenmarkern (CD44, CD25, CE&IFRezeptorkomplex)
charakterisiert werden. Es verlassen nur Lymphozyden Thymus, die einen
funktionellen CD3-T-Zell-Rezeptorkomplex besitzendueinen der Korezeptoren
(entweder CD8 oder CD4) auf der Zelloberflache dragDie resultierenden
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peripheren naiven CD4 oder CD 8 einzelpositiven ymphozyten haben

unterschiedliche Funktionen.

1.1.2.3 Funktion der aktivierten CD 8 positiven T-Zellen

Aktivierte CD8 positive T-Zellen richten ihre zybtische Wirkung auf Zellen, die
zytosolische Antigene produzieren. Dabei werderndekeile von Erregern, die sich
im Zytoplasma der Zelle vermehren, wie Viren undtimemte Bakterien, via MHC-I
auf der Zelloberflache prasentiert. Die auf MHCrBAgentierten Peptidfragmente
stammen dabei zum grof3en Teil aus dem ProteasnemeViultienzymkomplex mit
Proteaseaktivitat, der zytosolische Proteine abbBig CD8-Effektorzelle setzen
lytische Granula mit zytotoxischen Proteinen wierf@& und Granzyme frei.
Perforin polymerisiert zu Poren in der Membran daelzelle. Wahrscheinlich
kommt es unter Beteiligung der Granzyme (Seringis#a), die durch die
geschaffenen Poren in die Zielzelle gelangen, zpoptose der Zielzelle. Ein
zweiter, Perforin-unabhangiger Mechanismus der Byiaitat ist die Expression
von Fas Ligand, welches auf der Zellmembran akteieT-Zellen vorhanden ist.
Wird Fas auf der Zielzelle von Fas Ligand gebundemmmt es durch einen
Caspasen-vermittelten Prozess zur Apoptose dexelliel Dieser Mechanismus ist
auch entscheidend, um die Vermehrung der Lymphozytestoppen, nachdem die

Elimination von Krankheitserregern beendet ist.

1.1.2.4 Funktion der aktivierten CD 4 positiven T-Zellen

Die aktivierten CD4-positiven T-Zellen differenzter sich in zwei verschiedene
Untergruppen, die TH1- und TH2-Zellen. Die Umstgnddie zu dieser
Differenzierung fiihren sind nicht voll verstanddie nachfolgenden Reaktionen der
TH1- und TH2-Zellen sind aber grundlegend versatmedlH-1-Zellen fihren zu
einer zellularen Immunantwort durch Aktivierung vislakrophagen, sowie zu einer
Steigerung der Aktivitdt von zytotoxischen T-ZelléeFH-2-Zellen fihren zu einer
humoralen Immunantwort durch Aktivierung von B-2ell

Wahrend der Proteinbiosynthese des MHC-II-Komplegetangt dieser in das
endoplasmatische Retikulum. Dort verhindert dieoxgstion mit einem als MHC-II

assoziierte invariante Kette li bezeichnetem Pmnotkeé Bindung von Peptiden. Die
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Beladung der MHC-II-Molekile mit Peptiden erfolgtse nach proteolytischer
Spaltung von li nach Transport in ein endosomalespartiment mit niedrigem pH-
Wert. Per Endozytose von Makrophagen aufgenommesteiffe oder internalisierte
Antigen-beladende Immunglobuline von B-Zellen ggkam so in das endosomale
Kompartiment, wo nach proteolytischer Spaltung eiBeladung des MHC-
Komplexes mit Peptid erfolgt. Erreger, die sich Entrazellularraum vermehren,
fuhren eher zu einer TH2-Antwort, Erreger, die siohMakrophagen-Vesikeln

vermehren, fihren eher zu einer TH1-Antwort
Die Th2-Antwort

Nach Prasentation von Peptidfragmenten eines Amgigguf MHC-II-Molekilen
durch spezielle professionelle Antigen prasentiéeedellen (APCs) kommt es zur
Aktivierung der CD4 positiven T-Zellen und ihrerfi@renzierung zu Th2-Effektor-
Zellen. Diese sind darauf spezialisiert, B-Zellenaktivieren. Das nach Bindung an
den Immunglobulin-Rezeptor von der B-Zelle inteisiattes Antigen wird
anschlieBend auf MHC-II prasentiert. Trifft nun eirfir dasselbe Antigen
spezifische Th2-Effektor-Zelle auf diese B-Zellenkmt es zur Aktivierung der B-
Zelle durch von der T-Helferzelle ausgeschutteteolkiye und die Expression von
Zelloberflachenproteinen. Die B-Zellen proliferiarstark und einige differenzieren

sich zu Antikorper produzierenden Plasmazellen.
Die Thl-Antwort

Die Thl-Zellen spielen eine wichtige Rolle bei ddakrophagenaktivierung. Im
Gegensatz zur rapiden Effektorreaktion der CD8 tpesi T-Zellen, die bereits
vorgefertigte Perforine und Granzyme ausschitteayed die Reaktion einer
Effektor-TH1-Zelle wesentlich langer, da die Zellémwe Effektor-Zytokine und
Zelloberflachenmolekiile erste novosynthetisieren mussen. Sie wird deshalb auch
.delayed-type reaction* genannt. Das bedeutet, dassAdhasion der T-Zelle und
ihrer Zielzelle langer bestehen bleiben muss. e gebildeten Zytokine werden
dann zur Kontaktstelle zwischen der T-Zell-Membrand dem Makrophagen
geschleust und dort lokal freigesetzt. Hochstwdtesdich wird durch diese lokale

Abkapselung nur der Makrophage aktiviert, der gerddr bewaffneten Thl-Zelle
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sein Antigen prasentiert und keine weiteren in dergebung befindlichen anderen
Makrophagen. Wichtigstes aktivierendes Zytokin ddbei Interferony. Die
Wirkung von Interferory wird durch die Interaktion von CD40-Ligand auf dérl-
Zelle mit CD40 auf dem Makrophagen um ein Vielfactstarker. Die aktivierten
Makrophagen machen eine Reihe von biochemische@nderungen durch und
konnen sich danach gegen bestimmte intrazellul&megEr wie z.B. Mykobakterien
behaupten.

1.1.2.5Requlatorische T-Zellen (Tregs)

Neben dem oben beschriebenen Mechanismus der leenfraleranz existiert die
periphere Toleranz, die durch regulatorische Tefell kontrolliert wird.

Naturlicherweise auftretende regulatorische T-Ze(léregs) machen ungefahr 10%
der peripheren CD4 positiven Zellen aus und besigiee Schliisselrolle bei der
Bildung der peripheren Toleranz. Foxp3, der zurrhgad* Familie gehdrende
Transkriptionsfaktor ist fir die Entwicklung und rikdion von Tregs essentiell.
Mutationen im Foxp3-Gen verursachen ein schweredoifumunsyndrom in

Menschen und Mausen durch fehlende CD25+CD4+ TiegsMechanismen, die
zur Suppression anderer T-Zellen fuhren, sind zudfditgn Teil noch ungeklart,
umfassen jedoch die Sekretion von TERind IL-10, sowie direkte Zell-Zell-

Interaktionen.

1.1.2.6Die T-Zellaktivierung

Naive T-Zellen wandern aus der Blutbahn in die Ljkpoten ein, indem sie an
Venolen mit hohem Endothel (HEV: ,high endothelahules”) binden. Vermittelt

wird dieser als ,homing" bezeichnete Prozess déxdhasionsproteine wie z.B. L-
Selektin (CD62L) auf T-Lymphozyten, welches an HKaiilydratstrukturen auf
verschiedenen Proteinen wie z.B. CD34 oder GlyCAMuf der Endothelzelle

bindet. Dendritische Zellen phagozytieren Antigender Peripherie und wandern in
genau die Zone des Lymphknotens ein, die naive IlBiZé&eim Homing passieren.
Dort kommt es zu der entscheidenden Interaktiaszdr Bildung von aktivierten T-

Zellen (Effektor-T-Zellen) fuhrt.
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Im Folgenden soll auf die T-Zell-Rezeptor vermtgeBignaltransduktion, die zu
dieser Aktivierung fuhrt, ndher eingegangen werden.

Der TCR besteht aus der TGRund TCH3-Kette, die die Antigenbindungsstelle
bilden. Akzessorisch mit dem TCR verbunden sinchséanvariante Proteinketten,
die als CD3-Komplex bezeichnet werden: eine ¢D&8ine CD3-Kette, zwei CD3-
und zwei CD3-Ketten (Abb.1). Im zytoplasmatischen Teil der CR&tten findet
sich die bekannte ITAM-Sequenz (,immunoreceptorosyme based activation
motifes”), die aus zwei in einem spezifischem Abdtazueinander gelegene
Tyrosinresten besteht. Das erste intrazellulare&@igach TCR-Aktivierung ist die
Phosphorylierung dieser ITAMs. Die Phosphorylierumyd durch spezifische

Tyrosinkinasen erreicht.

T-Zelle

Abbildung 1: Signaltransduktion in T-Zellen (aus (Haag F. 1998))

Mafl3geblich daran beteiligt sind die Src-Kinasen Lokd Fyn, die durch
unterschiedliche Mechanismen in den Bereich des sT@Kkrutiert werden. Ein

entscheidender Schritt der weiteren Signaltransodokist die Bindung eines als
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ZAP-70 bezeichneten Proteins (,zeta associatedteiprd0*) an die
phosphorylierten ITAMs von CD8: Das durch Lck aktivierte ZAP70 aktiviert
durch Phosphorylierung weitere Adapterproteine A& (,linker of activation in T
cells*) und SLP76 (,SRC homology 2 (SH2)-domain-zmning leukocyte protein of
76 kDa"). Zusammen mit LAT werden lipid rafts” (Rsx s.u.) in den Bereich der
Signaltransduktion rekrutiert, die durch Blndelwag aktivierenden Proteinen wie
ein Signalverstarker wirken (siehe unten). TEC-K&ra binden mittels einer PH-
Doméne (,pleckstrin homology domain“) an spezigileosphorylierte Lipide der
Rafts, via SH2-Domanen an ITAMs und via SH3-Doméarsn Prolin reiche
Proteine, wodurch es zu einer Zunahme der invdieProteine und damit zu einer
Verstarkung des Signals kommt. Durch Phosphorytigraktivierte TEC-Kinasen
aktivieren das Enzym Phospholipasg(BLCy ), welches das Membranphospholipid
Phoshpatidylinositbisphosphat (RIRn Inosittrisphosphat (Hp und Diacylglycerin
(DAG) spaltet. Der ,second messengers fekrutiert C&" ins Zytosol, woraufhin
unter Mitwirkung des C&-bindende Protein Calmodulin der Transkriptionsfast
NFAT (,nuclear factor of activated T cells") aktert wird, der an die
Promotorregion des IL-2-Gens bindet und dessensKkrgstionsaktivierung einleitet.
ADP-Ribosylierung von T-Zelloberflachenproteinerfiié zu einer Hemmung von
Proliferation und Zytotoxizitdt nach T-Zellaktivierg (siehe unten). Ziel dieser
Arbeit war es, den molekularen Mechanismen diedéekie nachzugehen. Dazu
wurden Interaktionen von Zielproteinen von Tyrosmalsen und ARTS untersucht,

die an der oben dargestellten Signaltransduktisiside beteiligt sein kdnnten.

1.1.2.7Die Schliusselrolle der dendritischen Zellen

Neben dem Signalweg, der Uber den TCR eingeleitet und auch als erstes Signal
bezeichnet wird, werden weitere die T-Zell-Aktiviag unterstiitzende Molekdle fur
eine effektive Aktivierung benttigt. Dieses auck aleites oder kostimulierendes
Signal bezeichnete Signal wird durch Antigen préseende Zellen (APCs)
vermittelt. Als APCs kénnen dendritische Zellen, Wphagen und B-Zellen
fungieren, wobei die dendritischen Zellen die ptdsten APCs fir die Initiation

einer Immunantwort darstellen.
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Dendritische Zellen wandern als unreife Zellen vBhat in die peripheren Organe
ein, wo sie Antigene phagozytieren, um von dort médr Lymphe in die

drainierenden Lymphknoten zu gelangen. In diesestafw sind die dendritischen
Zellen optimal auf die Antigenaufnahme eingestelliese erfolgt dabei durch
Makropinozytose, Endozytoserezeptoren wie z.B. déakrophagen-Mannose-
Rezeptor, DEC 205 oder Fc-Rezeptoren (Abb. 2).

Um das zweite Signal Gbermitteln zu kénnen, mussemendritischen Zellen einen
Reifungsprozess durchmachen. Die starksten Stimdig die Reifung der

dendritischen  Zellen veranlassen, sind direkte Welghirkungen mit

Krankheitserregern, z.B. mit lebenden grampositiBakterien, LPS als Bestandteil
von Zellwdnden gramnegativer Bakterien, CpG-Oligeotide, Zytokine wie

TNF-a, IL-1 ((Sallusto et al., 1995) (Rescigno et ab98) (Cella et al., 1999)).
Durch diese Faktoren kommt es zur Expression kesditorischer Molekule, sowie
zur verstarkten Synthese von MHC- und Adhé&sionskidde (Abb.2). In diesem

Phanotyp sind die dendritischen Zellen dann nickhmrin der Lage, Antigene zu

phagozytieren.

IMMATURE DC MATURE DC

dendritic cell

~
>

maturation
antigen capture T cell stimulation
MMR, FcR, DEC-205, CD 40,
Macropinozytose, CD86
Phagozytose MHC-Peptide

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Reifung @ndritischer Zellen

(aus (Steinman, 2001)) Unreife DCs sind sehr endsegpktiv. Sie besitzen adsorptive Rezeptoren
wie MMR, FcR und DEC-205. Reife DCs besitzen eiméhR von T-Zell-Interaktionsmolekilen wie
CD40 und CD86 und eine groRe Anzahl von MHC-Peptiden T-Zellen optimal stimulieren zu
kdnnen.
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Die am besten charakterisierten kostimulatorisdiietekile sind B7.1 (CD80) und
B7.2 (CD86), die an den Rezeptor CD28 auf naivetellen binden. Auch bei der
Stimulation von CD8 positiven naiven T-Zellen sctteden dendritischen Zellen
eine Schlusselrolle zuzukommen, wobei ein als crpgesentation® bezeichneter
Prozess eine entscheidene Rolle zu spielen scHeatiei werden extrazellulare
Antigene wie z.B. apoptotische Zellen phagozytiend auf MHC-1 prasentiert
((Albert et al., 1998a) (Albert et al., 1998b) (Reglt et al., 1999) (Rodriguez et al.,
1999)). Die wichtigste Funktion des kostimulatonise Signals ist es, die Synthese
von IL-2 zu induzieren, wodurch es zur Proliferatiaer T-Zellen kommit.
Wahrscheinlich wird dies durch Stabilisierung de2kmRNA und Aktivierung der
Transkriptionsfaktoren AP-1 und KB erreicht.

Da von der Induktion kostimulatorischer Signaleztendlich auch die adaptive
Immunreaktion abhangt, kommt der Aktivierung derGsReine entscheidende Rolle
im Immunsystem zu. Neben dem ,erweiterten Selbstdg-rModell“ von Janeway,
was eine wahrend der Evolution erhalten gebliebEabkigkeit der nattrlichen
Immunitat, infektiose Agentien mittels ,pattern ogoition receptors” zu erkennen,
fordert, wurde das ,danger model* postuliert, indéia Aktivierung der APC durch
aus nekrotischen Zellen freigesetzten Gefahrengpastuliert wurde (Matzinger,
1998).

Genauso wie intrazellularen posttranslationalen if@ationen eine entscheidende
Rolle bei der Signaltransduktion zukommt, konntemucha extrazellulare
posttranslationale Modifikationen wie z.B. ADP-Réyterung Auswirkungen auf
die Signaltransduktion haben und z.B. an einer Imantwort auf ,,Gefahr" beteiligt

sein.
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1.1.2.8Der Endozytoserezeptor DEC-205

Auf die Rolle des Endozytoserezeptors DEC-205 k@l genauer eingegangen
werden, da er als Zielprotein der ARTSs identifiziserden konnte.

DEC-205 ist ein 205-kD grol3er Multilektinrezepteom transmembranen Typ-I, der
in die Familie der Makrophagen-Mannose-RezeptofdMRs) einzuordnen ist
(Jiang et al., 1995). Maus DEC-205 wird am starkstef dendritischen Zellen und
kortikalen Thymus-Epithel-Zellen exprimiert, in gegerem Mal3e jedoch auch auf
T-, B-, NK-Zellen und anderen epithelialen Zell&di{mer-Pack et al., 1995). DEC-
205 besteht N-terminal aus einer Cystein-reichem@ute, einer Fibronektin-Typ-II-
Doméne, sowie zehn externen C-Typ Lektin- ahnlicBemanen. Im Gegensatz
zum MMR konnten jedoch bisher kein funktionellegand fur DEC205 identifiziert
werden. Die zellbiologischen Gemeinsamkeiten von RIMnd DEC-205 lassen
jedoch  eine  Funktion von DEC-205 als einen protesdien

Antigenaufnahmerezeptor wahrscheinlich erscheinen.

Coated

Endosome

MHC 1*
LAMP*

Late
Endosome /
Lysosome

Abbildung 3: Schematische Darstellung des ,RecyclmZyklus* von MMR und DEC-205. Der
zytosolische Teil des MMR, der mit der externen Bomvom humanen CD16-Fc-Rezeptor
verbunden wurde, recycelt mittels friher EndosoridC-205 hingegen recycelt mittels spater
Endosomen oder Lysosomen, die durch LAMP (Lysosass®ciated-membrane proteins) markierbar
sind. Vermutlich durch die grof3e Zahl von MHC-KladsRezeptoren fihrt dies zu einer starken
Effizienzsteigerung der Antigen Prasentation dD&C-205. TFR+= Transferrin Rezeptor. (aus
(Steinman, 2001))
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Beide werden durch ,coated pits* aufgenommen, fusi@n mit Endosomen und
gelangen in einem auch als Recycling bezeichnetmgang an die Zelloberflache
zuruck (siehe Abb3). DEC-205 zirkulierte dabeipéiten besonders MHC-Klasse-II-
reichen Endosomen, im Gegensatz zum MMR, der sichriihe Endosomen
lokalisieren  lie@ (Mahnke et al., 2000). Antigerggdtation und
Antigenprozessierung von DEC-205 gegentuber CD4tigesi T-Zellen zeigte eine
um den Faktor 100 starkere Reaktion im Vergleiam MR (Mahnke et al., 2000).
Hinweise sprechen daflr, dass DEC-205 auch anrdseRtation exogener Antigene
auf MHC-1 beteiligt sein konnte (Bonifaz et al., @), so dass eine
Antigenapplikation via DEC-205 in unreife DCs soweme CD4 als auch eine CD8
Antwort auslésen kénnte. Mit Antigenen gekoppeltEed3205-Antikdrper zeigten im
Mausmodell und in humanen in vitro Versuchen exfeigprechende Ergebnisse fir
das ,antigen-targeting” in dendritische Zellen: z8. im Kontext von HIV-Virus-
clearence (Bozzacco et al., 2000ger bei der Tumorimmunisierung ((Mahnke et al.,
2005; Trumpfheller et al., 2006)). Diese DEC-205nvitelte erfolgreiche
Immunisierungsstrategie unterstreicht die potentethtige klinische Bedeutung
von DEC-205.

1.1.2.7 Immunologische Synapsen

In Analogie zur neuronalen Synapse wird in der Imologie die Kontaktstelle
zwischen APC und T-Zelle, an der Informationen wmgjéleitet werden, als
~Jmmunologische Synapse” bezeichnet. Im Gegensatder neuronalen Synapse, in
der durch desmosomale, zytoskelettale Verbinduny@mankerungen an der
Basalmembran durch extrazellulare Strukturprotdiire Jahre stabilisiert werden
konnen, kommt es zwischen Zellen des Immunsysteniaizlebigen Interaktionen
durch Adhé&sionsproteine ohne Beteiligung von Stmygkbteinen, die fur Minuten
bis Stunden andauern.

Als die klassische immunologische Synapse wurddnderaktion zwischen naiver
T-Zelle und APC beschrieben. Dabei kommt es zu reiAggregation von
spezifischen Proteinen hin auf eine Kontaktstalie, in mehreren Stadien ablauft
(Abb.4). In dem auch als unreife immunologische &pge bezeichneten Stadium

kommt es zu einer Aggregation der AdhasionsmolekEks-1-ICAM-1 im Zentrum
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Stadium 1 Stadium 2 Stadium 3
Bindung MHC-Peptid-Transport Stabilisierung
/5 TcR
LFA-1
cD4
7 ICAM-1
& MHC-peptide
’ force

Abbildung 4: Modell zur Bildung der immunologischen Synapse:Seitenansicht auf eine T-Zelle,
die eine Synapse mit einer APC bildet. StadiumihdBng: LFA-1 bindet im Zentrum der sich
entwickelnden immunologischen Synapse. Die aufleidelon stattfindende erste Interaktion
zwischen TCR und MHC-Peptid-Komplex fihrt zu fritgignalen, die die Migration der DC
beenden. Stadium 2: MHC-Peptid-Transport: Dauesati®hase ca. 5 Minuten. Phase 3:
Stabilisierung: es bildet sich ein auBerer LFA-thaliender konzentrischer Ring (p-SMAC), der den
zentralen TCR/CD4 enthaltenden Bereich der immugisthhen Synapse umschlief3t (aus (Grakoui et
al., 1999)).

der immunologischen Synapse, umgeben von einem ®RingTCR-Peptid-MHC-
Molekdtlen. In dem auch als reife immunologische &ge bezeichneten Stadium
kehrt sich dies um, und man unterscheidet einentrgkesupramolecular activation
cluster® (c-SMAC), welcher den TCR-Peptid-MHC-Korapl enthalt, von einem
.peripheral supramolecular activation cluster* (R/SC), welcher einen Ring von
Integrinen wie LFA-1 und ICAM-1 enthélt (Monks et.,al1998). Wahrend der
Bildung der immunologischen Synapse kommt es z@ndgrungen im Zytoskelett ,
die Zelle polarisiert ihr Aktin und ihre Mikrotubuauf die Kontaktstelle hin. Die
Quervernetzung (clustering) von Rafts ist ein weit@ssentieller Bestandteil bei der
Bildung der immunologischen Synapse (Janes e2@00) und wird im folgenden
Abschnitt behandelt.

Auch zwischen den T-Effektor-Zellen und ihren Zedlen bilden sich
immunologische Synapsen aus, wobei es z.B. bexytetoxischen T-Zelle zu einer

in die Kontaktstelle gerichteten Sekretion von Kibezytokinen kommt, die
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sicherstellen, dass die Induktion der Apoptoseautfirdiese Zielzelle begrenzt bleibt
(siehe unten).

Beobachtungen von aggregierten Proteinen bei dataktaufnahme von NK-Zellen
(Davis et al., 1999) und B-Zellen (Batista et &Q01) fihrten dazu, dass das
Konzept der immunologischen Synapse auf ander&teffeellen ausgedehnt wurde.
So wurde auch eine Synapse zwischen APCs und BfZekschrieben (Batista et
al., 2001). APCs binden dabei native Antigene htdri Zelloberflache z.B. durch an
Fc-Rezeptoren gebundene Immunglobuline und pr&sentisie B-Zellen, die fir
dieses Antigen spezifisch sind. Zwischen der AP@ der B-Zelle bildet sich dabei
eine B-Zell-Synapse. Es kommt zur Polarisierung dmmunglobuline, zum
Ausschluss negativer Regulatoren wie CD45, und Ztimulation der
Aktinpolymerisation. AnschlieBRend kommt es zur in#disierung des
Immunglobulinrezeptor-Antigen-Komplexes und zur Z&ssierung des Antigens in
der B-Zelle. Die prozessierten Peptidfragmente errauf MHC-II-Molekilen CD4
positiven T-Zellen présentiert, und es bildet sdie schon beschriebene T-Zell-
Synapse. Das Antigen wird quasi ,wie ein Staffdd$teon einer Zelle zur nachsten
weitergereicht. Bedeutsam ist, dass dabei ein Wadjegt, bei dem B-Zellen
membranassoziierte ~ Antigene  internalisieren  kdnnerdie in  vivo
hdchstwahrscheinlich einen grof3en Teil der Antiganemachen, z.B. gebunden an
Fc- oder Komplementrezeptoren. Es gibt Hinweisdigalass sogar der Transfer
von Proteinen interzellular von der Zielzelle zufektorzelle mdglich ist (Hudrisier
and Bongrand, 2002).

Eine Arbeitshypothese dieser Arbeit war es, dasdemrimmunologischen Synapse
beteiligte Proteine ADP-ribosyliert werden und datiudie Inhibierung von T-Zell-

Funktionen zu erklaren sind.
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1.1.2.9Das Raft-Modell

.Lipid rafts“ bilden von der Lipiddoppelschicht deZellmembran getrennte,
eigenstandige Komplexe (engl. rafts: ,Fl6Re”), dipezielle Lipide, wie z.B.
Glykosphingolipide, Cholesterin und Glykolipide lalten, und dabei ein eigenes
Kompartiment innerhalb der Plasmamembran bildemais nur bestimmte Proteine
integriert sind ((Brown and London, 1998) (Schraeeeal., 1994)). In den Rafts
konnten viele fir die Signaltransduktion wichtigeoteine lokalisiert werden: z.B.
die Src-Kinase Lck, das Adapterprotein LAT, der &aptor CD4/CD8 und der
TCR selbst ((Simons and lkonen, 1997) (Rietveld @&imions, 1998)).

Ein Hypothese fur die Rolle von Rafts bei der Sigaasduktion der T-
Zellaktivierung besteht darin, dass wichtige Aktoran konzentriert und Inhibitoren
wie z.B. CD 45 ausgeschlossen werden. Die fur dibef Phase der interzellularen
Kommunikation wichtigen Proteine sind somit groféds bereits auf der
Zelloberflache vorhanden und werden mit der Raft&gation zum Ort der
Signaltransduktion gebracht (siehe Abb. 5).

Eine klassischerweise mit den Rafts assoziiertéefPigruppe sind GPIl-verankerte
Protein. So wurden schon vor Jahren Komplexe zwis¢BPI-verankerten Proteinen
extrazellular und Src-Kinasen intrazellular beseben, die mit klassischen Lipid-
auflésenden Detergenzien nicht in Losung gingemfé@bva et al., 1991). Dass
Rafts eine Rolle bei der Signaltransduktion spi&i@nnten, zeigte die Tatsache, dass
durch Quervernetzung von GPIl-verankerten Proteineder Glykolipiden
intrazellulare Signale detektiert werden konntesarf(den Berg et al., 1995).

Auch auf dendritischen Zellen konnte der MHC-llfHplex in Rafts lokalisiert
werden (Anderson et al., 2000), so dass es derddsaheint, das Raft-Modell auf
beide Seiten der immunologischen Synapse (T-ZeleAPC) auszudehnen.

Die Untersuchung von ART-Zielproteinen innerhall Bafts erscheint im Hinblick
auf die wichtige Funktion der Rafts bei der T-Zkligierung sehr interessant und

konnte in zukUnftigen Experimenten untersucht werde
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(a) Resting . .
. ) Z

Activation of downstream signalling
(PTyr, PLCy/Ca2+, Ras/ERK)

Abbildung 5: Schematische Darstellung der ,lipid rdts” in T-Zellen aus: (Janes et al., 2000)

1.1.2.10Beteiligung von Neuropilin-1 an der immunologisct&ymnapse

Auf Neuropilin-1 soll hier ndher eingegangen werd#mes als Zielprotein der ARTs
identifiziert werden konnte. Neuropilin-1 ist einyp-l-Membranprotein, das auf
Neuronen als Rezeptor fur Semaphorine der Kladsdight und am gerichteten
Wachstum von Axonen beteiligt ist ((He and Testmvigne, 1997; Kolodkin et al.,

1997)). Zusatzlich kann Neuropillin-1 als Rezegtorden Wachstumsfaktor VEGF
(,vascular endothelial growth factor”) fungierenduist an der Angiogenese beteiligt.
2002 wurde Neuropilin-1 als wichtiger Bestandte#r dnmunologischen Synapse
beschrieben (Tordjman et al., 2002). Dabei wura@eEkpression von Neuropilin-1
auf humanen dendritischen Zellen und ruhenden TeZelachweisen (Tordjman et
al., 2002). Beschrieben wurde dabei eine Kolokatisavon Neuropilin-1 und CD3
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auf ruhenden T-Zellen, sowie eine Neuropilin-1-Ngilin-1-Interaktion zwischen
T-Zelle und dendritischer Zelle. Die Tatsache, dagh die durch dendritische
Zellen induzierte Proliferation runender T-Zellaurch Inkubation von dendritischen
Zellen oder naiven T-Zellen mit anti-Neuropilin-Akdrper inhibieren lasst, scheint
Neuropilin-1 eine wichtige Rolle in der Initierunder primaren Immunantwort
zukommen zu lassen (Tordjman et al.,, 2002). Ob omlim-1 Gber diese

Zellinteraktion hinaus an der Signaltransduktioteligt ist, ist bisher nicht bekannt.
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1.2 ADP-Ribosylierung

ADP-Ribosylierung ist eine posttranslationale Madifion, bei der die ADP-
Ribosegruppe vorB-NAD" unter Freisetzung von Nicotinamid auf spezifische
Zielsubstrate Ubertragen wird ((Ablamunits et 2001; Aktories, 1991; Haag and
Koch-Nolte, 1997; Jacobson and Jacobson, 1989)6AbbNeben den in dieser
Arbeit untersuchten Mono-ADP-RibosyltransferaserR{A) existieren Poly-ADP-
Ribosyltransferasen (PARPs), die als nukledre MPmtean DNA-Reparatur,
Zelldifferenzierung und dem Erhalt der Chromatina8tur beteiligt sind (de Murcia
et al., 1994). Innerhalb der Mono-ADP-Ribosyltramaten ist bisher die Protein-
ADP-Ribosylierung am besten untersucht, wobei dréagig zur Inaktivierung des
Zielproteins fuhrt ((Ablamunits et al., 2001; Aduich et al., 2001; Ludden, 1994)).

Mono-ADP-
Ribosyltransferase

ADP-Ribose
am Zielprotein

Arginin-
ADP-ribosyliertes
Zielprotein

Zielprotein
mit Arginin-Rest

Abbildung 6: Schematische Darstellung der ADP-Ribodierungsreaktion
ADP-Ribose wird unter Freisetzung von Nikotinamid den Arginin-Rest eines Zielproteins
Ubertragen. Die ADP-Ribosyltransferase wird aufr@rihrer 3D-Struktur als Pacman dargestellt.
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Die ADP-Ribosylierung von Zielproteinen ist fur endchiedliche ARTs an
unterschiedlichen Aminosauren méglich z.B. Argir@ystein, Asparagin, Glutamin,
Diphthamid (ein modifiziertes Histidin) und Lysirldag and Koch-Nolte, 1997).
Einige ARTs sind auch in der Lage, freie Aminosauoeler HO als Akzeptor fur
ADP-Ribose zu verwenden. Die Hydrolyse von NARu Nicotinamid und nicht
gebundener ADP-Ribose wird als NAD-Glykohydrolaseder auch NADase-
Reaktion bezeichnet ((Haag and Koch-Nolte, 199&;HKNolte et al., 2000; Koch-
Nolte et al., 2001b)). Diese Hydrolyseaktivitatdat sich ebenfalls bei anderen NAD
spezifischen Ekto-Enzymen wie CD38 und CD157 (@rtokt al., 2002). ADP-
Ribosylierung kann in Gegenwart hoher Konzentraioiwvon ADP-Ribose auch
nicht-enzymatisch erfolgen. Dabei erfolgt die Utsgting von ADP-Ribose auf
Amino-, Thiol- oder Hydroxygruppen von SeitenkettgMcDonald and Moss,
1994) (Cervantes-Laurean et al., 1995)). Diesetnsgezifischen Modifikationen
erfolgen langsam und bendtigen hohe ADP-Ribose-Bomationen. In den
Versuchen in dieser Arbeit wurde daher, um solcmspeazifischen Effekte
auszuschlie3en, zusatzlich zu dem jeweiligen madgneNAD (etheno-NAD oder
3P_NAD) ADP-Ribose beigefiigt.

Proteine sind nicht die einzigen Substrate von ARS® wurde z.B. eine RNA-
ADP-Ribosylierung beschrieben (Spinelli et al., 999 sowie die ADP-
Ribosylierung von DNA durch Pierisin, einer Toxihrdichen ART einer
bestimmten Schmetterlingsart, und die ADP-Ribesylng des Antibiotikums
Rifampin durch eine mykobakterielle ART, als neubtechanismus einer
Antibiotikaresistenz ((Koch-Nolte et al., 2001a; dkeNolte et al., 2001b; Quan et
al., 1999)).

Interessanterweise findet sich im Genom von Hefarriy Fliege oder Pflanze kein
vorhergesagtes offenes Leseraster (,open readamgeff) mit Sequenzahnlichkeit zu
den Saugetier-ARTs oder zu den bakteriellen ARTisw@cki et al., 2002). Diese
phylogenetische Licke deutet darauf hin, dass dRTSA durch horizontalen

Gentransfer in das Genom der Saugetiere hineingeleansein konnten.
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1.2.1 Bakterielle ADP-Ribosyltransferasen und ihre Zielpioteine

Zytotoxizitdat durch  Protein-ADP-Ribosylierung ist erd pathogenetische
Mechanismus einer Reihe bakterieller Toxine, dleetesgefahrliche Erkrankungen
auslésen (z.BC. diphteriae V. cholerae E. coli, B. pertussis S. entericag C.
botulinum S. aureusP. aeruginosy(Aktories and Just, 2000; Domenighini and
Rappuoli, 1996; Otto et al., 2000)). Die bakteerllARTs gelangen dabei durch
verschiedene Mechanismen in die Zelle und untedringichtige Funktionen durch
ADP-Ribosylierung von Schlisselenzymen. Die kaistyte Untereinheit des
Diphtherietoxins  ADP-ribosyliert z.B. im Zytosol e Wirtszelle den
Elongationsfaktor 2 an einem Diphthamid-Rest, wodues zum Erliegen der
Proteinbiosynthese kommt. Das Choleratoxin beessfludie Signaltransduktion,
indem es spezifisch Arginin-Reste an der Alpha-titdeit eines heterotrimeren G-
Proteins ADP-ribosyliert, wodurch das Enzym Adetgyalase permanent aktiviert
wird (Moss and Vaughan, 1988). Als weitere Beigpistien Salmonella enterica
Toxin (SpvB) und das C2-Toxin von C. Botulinum geni& wobei in beiden Féllen
Aktin ADP-ribosyliert wird ((Tezcan-Merdol et aR001) (Aktories, 1994)). Tabelle
1 zeigt eine Ubersicht tber prokaryotische und sukssche ARTs und ihre

Zielproteine.
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Enzym Jarget" Effekt

Prokaryotische Enzyme:

Diphtherie-Toxin EF-2 Inhibierung der Protein-Synthese
Pseudomonas Exotoxin A unbekannt unbekannt

Cholera Toxin Gas, Go Inhibierung der GTPase-Aktivitat
Escherichia coli Toxin (LT1 und LT2) | unbekannt unbekannt

Pertussis Toxin Ga;, Gao, Gai Entkopplung von Rezeptor und G-Protein
Salmonella enterica Toxin (SpvB) Aktin Inhibierung der Aktin-Polymerisation

C. botulinum Toxin (C2) unbekannt unbekannt

Bacillus cereus Toxin (VIP2)

Pseudomonas Exotoxin S Ras Auseinanderbrechen des Zytoskeletts
C. Botulinum Exotoxine (C3) Rho, Rac Auseinanderbrechen des Zytoskeletts uigl-Go
C. limosum Exotoxin (C3-ahnlich) Apparat

S. aureus Exoenzym (C3stau)

Bacillus cereus Exonenzym (C3cer)

Mycobacterium smegmatis Rifampicin Antibiotikainaktivierung

mono(ADP-ribosyl)-Transferase

Rhodospirillum rubrum (DRAT)

Dinitrogenase Reduktase

Inhibierung der Enzymattivi

E. Coli Teven Phagen Toxin (ALT,
MOD)

RNA-Polymerase

Inhibierung der Transkription

Bacillus sphacricus Toxin (MTX)

EF-Tu und andere

Inhibierung der Protein-Synthese

Eukaryotische Ektoenzyme:

ART1

Integrina7, Defensin
HNP-1,
FGF-2, PDGF-BB

Inhibierung von Zielfunktionen

ART2.1 und ART2.2

LFA-1, CD8, CD27,
CD43, CD44, CD45, P2X7

Inhibierung von Lymphozyten-Funktionen und
Induktion von Apoptose

ART3 unbekannt unbekannt

ART4 unbekannt unbekannt

ART5 unbekannt unbekannt

ART6.1 und ART6.2 Aktin Inhibierung von Zielfunktio
ART7 unbekannt unbekannt

P. rapae Toxin, Pierisin DNA Induktion von Apoptose

Tabelle 1: Ubersicht iiber prokaryotische und eukargptische ARTs und ihre Zielproteine

(Seman et al., 2004)
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1.2.2 Eukaryotische ADP-Ribosyltransferasen

Alle bisher bekannten eukaryotischen ARTs sindazdliulare Proteine mit einer
molekularen Grof3e von ca. 30-40 kDa, die transmamlwerankert sind oder
sezerniert werden. Die Bindung an die Zellmembraolgt meist mit einem
Glycosylphosphatidylinositol (GPI)-Anker.

Die erste eukaryotische Mono-ADP-Ribosyltransferdseite als ART1 bezeichnet,
wurde aus dem Skelettmuskel des Kaninchens klof#mtkiewska et al., 1992).
Auch auf den murinen Lymphomzelllinien SL12 (Yu &t, 1997) und Yac-1
(Okazaki et al., 1996) lie3 sich ART1 identifizieréART-Aktivitat, die vermutlich
ART1 zuzuschreiben ist, wurde in Membranpraparationon Herzmuskelzellen
von Ratte, Maus, Wachtel, Hund und Kaninchen (MciMahbt al., 1993), sowie auf
humanen polymorphnukleéren neutrophilen LeukozyfelNs) ((Allport et al.,
1996) (Donnelly et al., 1996)) und humanen Epitbdn des Respirationstraktes
nachgewiesen ((Paone et al., 2002) (Balducci £1999)).

ART2 konnte initial auf Lymphozyten der Ratte idéntert werden. Dabei zeigte
sich, dass ART2 dem schon langer bekannten Lympéodiferenzierungsmarker
RT6 entsprach ((Haag et al., 1995) (Haag and KoaolhelN1997)). Auch in der Maus
konnte ART2 nachgewiesen werden, wohingegen ARTigh bdenschen nur als
Pseudogen vorliegt. ART2-Expression aul3erhalb mhesuinsystems ist bisher nicht
bekannt. Das Maus ART2 umfasst zwei eng verwandieeGA\RT2.1 und ART2.2,
wovon drei Haplotypen bekannt sind ((Koch et a@9@) (Prochazka et al., 1991)
(Hollmann et al., 1996)). Verschiedene Maus-Stanumterscheiden sich in ihrem
Gebrauch der zwei Loci innerhalb verschiedener lyatischer Gewebe. ART2.1
wird in dem Maus-Stamm NZW exprimiert, wobei dasnGér ART2.2 fehlt.
ART2.2 wird in dem Mausstamm C57BL/6 exprimiert,n@odas Gen fir mART2.1
inaktiviert vorliegt. Beide ARTs werden gleichernealdn den Mausstammen Balb/c
und B6NWF exprimiert ((Prochazka et al., 1991) (hh@nn, 1996 #74)). Das
Ratten-ART2 besitzt eine starke NADase-Aktivitét jedoch nicht in der Lage,
andere Zelloberflachenproteine zu modifizieren. t&aART2.2 besitzt im
Gegensatz zu Ratten-ART2.1 eine Auto-ADP-Ribosytifaraseaktivitdt {Haag
1995, Karsten, 1997 #3}. Interessanterweise fingech ART2 und ART1
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vorzugsweise auf differenzierten Zellen. So findeh ART2 nur auf ausgereiften
peripheren T-Zellen, und ART1 nur auf ausgereifiéyotubuli (Zolkiewska and
Moss, 1993).

1997 konnten zwei weitere neue Mitglieder der ARifs menschlichen Genom
identifiziert und kloniert werden, benannt ART3 uART4 (Haag and Koch-Nolte,
1997). Dabei handelt es sich ebenfalls um GPI-\ende ARTs. ART3 zeigte in
Northernblot-Analysen im Hodengewebe die starkStigmale, konnte daneben aber
ebenfalls im Skelettmuskel, Herzmuskel und in huemaAtemwegszellen, sowie auf
durch LPS aktivierten Makrophagen (Grahnert et2002) nachgewiesen werden.
ART4 entspricht dem aus der Bluttransfusion bekamribombrock-Antigen auf
Erythrozyten (Gubin et al., 2000). ART3 und ART4gea im Bereich ihres aktiven
Zentrums keine typische Konsensussequenz fiur Argipezifische ARTs. Welche
Rolle ART3 und ART4 nach Verlust der urspringlicemzymaktivitat zukommt,
ist unklar. Neben der Expression von ART4 auf Ewgtlgten, konnte es in
niedrigeren Konzentrationen auf Endothelzellennbkyten und auf der Leukéamie-
Zelllinie KU-812 (Parusel et al., 2005), sowie aofimanen Atemwegszellen
(Balducci et al., 1999) und auf durch LPS aktiveartMakrophagen (Grahnert et al.,
2002) nachgewiesen werden.

1996 wurde ARTS5 kloniert (Okazaki and Moss, 1998IRTS ist eine sezernierte
ART und wird am starksten im Hoden und nur wenigaark in Skelett- und
Herzmuskel exprimiert. Wie Ratten-ART2 besitzt M#@RT5 eine starke NADase-
Aktivitat, und nur eine schwache ADP-Ribosylieruatgmz von Fremdproteinen
(Glowacki et al., 2002). Interessanterweise schdimtAuto-ADP-Ribosylierung von
Maus ART5S die Transferaseaktivitét vitro zu steigern (Weng et al., 1999). Das
humane ARTS5 hingegen entspricht in seiner Enzymigétieher dem Maus-ART2.1
und -ART2.2. Neben der Auto-ADP-Ribosylierung werdeor allem andere
Zelloberflachenproteine modifiziert bei nur schwacciNADase-Aktivitat ((Karsten
et al., 1997) (Glowacki et al., 2001) (Okazakilet 996)).

Aus Knochenmarkszellen vom Huhn konnten 1994 ARTéh@l ART6.2 kloniert
werden (Tsuchiya et al., 1994). Dabei handelt eb $idchstwahrscheinlich um
sezernierte Formen (Tsuchiya et al., 1994). Degéhé wurde ART6.1 in Granula
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von PMNsgefunden ((Mishima et al., 1991) (Terashima et H96)). Tabelle 2
zeigt eine Ubersicht Uber die verschiedenen eukisgjen ADP-

Ribosyltransferasen.

ART Expressionsprofil

ART1 Skelettmuskulatur, Herzmuskel, Lunge, NeutitgpGranulozyten, Lymphoma-
Zellinien

ART?2 Reife T-Zellen

ART3 Hoden, Herzmuskel, Skelettmuskel, Lunge, Mgtea

ART4 Erythrozyten, Hamatopoetische Zellen, HerzrelisRkelettmuskel, Lunge, Monozyten

ART5 Hoden, Herzmuskel, Skelettmuskulatur, Lymphefedinien

Tabelle 2: Ubersicht iiber das Expressionsprofil eulryoter ADP-Ribosyltranferasen
(aus (Seman et al., 2004))

Beim Menschen wurden bisher vier funktionstiichfigein-verwandte ART-Gene
identifiziert (ART1, ART3, ART4, ART5) ((Haag andd¢h-Nolte, 1998) (Koch-
Nolte et al., 1997)). Bei der Maus sind durch diglikation von ART2 bisher sechs
ARTs bekannt (ART1, ART2.1, ART2.2, ART3, ART4, ARJI Bei Kaninchen und
Ratte sind bisher 5 ARTs identifiziert worden (ARRRT2, ART3, ART4, ART5).
Arginin-spezifische ADP-Ribosylierung konnte fir AR, ART2.1, ART2.2, ARTS5,
ART6.1, ART6.2 und ARThachgewiesen werden, wobei sich bei ART1, ART2
und ARTS5 in der katalytischen Domane ein fur digiAmspezifitat typisches R-S-
EXE-Motiv findet.

Auf einer Reihe von Zellen konnte ART-Aktivitat @&tiert werden, wobei die
molekulare Charakterisierung der ARTs jedoch offéeb. So fand sich z.B. ART-
Aktivitat auf Makrophagen ((Hauschildt et al., 19%2ellat et al., 1994)). Ferner
zeigte sich in Rattengehirnen (Matsuyama and Tsayai®91), sowie in der
Nebennierenrinde von Ratten ART-Aktivitat (Fujdgal., 1995).



Einleitung 39

1.2.3 Zielproteine eukaryotischer ADP-Ribosyltransferasenm Kontext des

Immunsystems

Theoretisch ist denkbar, dass die ADP-Ribosylieralsgis-ADP-Ribosylierung
(ADP-Ribosylierung von Proteinen auf der gleicheti@), oder alsrans-ADP-
Ribosylierung (ADP-Ribosylierung von Proteinen bahachbarten Zellen oder von

l6slichen Proteinen) erfolgen kann (siehe Abb. 7).

ﬁ0Q

N /

Abbildung 7: Schematische Darstellung der ADP-Ribodierung in cis (A) und in trans (B)

1.2.3.1 Zielproteine incis-Stellung

Bekannte Zielproteine von Maus T-Zellancis sind LFA-1 @L/B2-Integrin), CD8,
CD45, CD44, CD43 und CD27 ((Nemoto et al., 1996\, @t al., 1999; Okamoto et
al., 1998)). Kirzlich von unserer Arbeitsgruppe Barinorezeptor P2X7 als weiteres
Zielproteinin cisidentifiziert werden.

Dabei scheint die spezifische Lokalisation von AR slen Rafts Einflu3 auf die
Zeilproteinspezifitdt zu haben (Bannas et al., 200%0 konnte das
Zielproteinspektrum durch Auflésen der Rafts mitclogextrin erweitert werden
(Bannas et al., 2005). Des Weiteren zeigte nur &Pdnkertes, nicht aber
transmembran verankertes mART2.2 eine Auto-ADP-&iberung (Bannas et al.,
2005).
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1.2.3.2Zielproteinen inans-Stellung

Trans-ADP-Ribosylierung konnte bisher nur an Idsic Zielproteinen
nachgewiesen werden. So konnte vitro die ADP-Ribosylierung des ,basic
fibroblast growth factor 2“ (FGF-2) nachgewiesenraes. Dadurch wurde die
Bindung von FGF-2 an Heparin, sowie an seinen Rerefi-GFR) moduliert
(Boulle et al., 1995). Als weiteres Zielprotein warder ,platelet-derived growth
factor-BB* (PDGF-BB) beschrieben (Saxty et al., 2D0ODabei zeigte sich beim
ADP-ribosylierten PDGF-BB ein Verlust seiner mitogea und chemotaktischen
Wirkung an humanen glatten Muskelzellen der Lun@ax{y et al., 2001).
Darlberhinaus konnte das Tetrapeptid Tuftsin alslpZotein von ARTS aus
heterophilen Leukozyten des Huhns nachgewiesenengfferashima et al., 1997).
ADP-ribosylierung von Tuftsin inhibierte die Bindyiman seinen Rezeptor und seine
phagozytosestimulierende Wirkung gegeniber Makrgpha(Terashima et al.,
1997). Des Weiteren gelang der Nachweis der AD®skilierung des
antibakteriellen Faktors Defensin-1 (Paone et 2002). Dabei zeigte sich durch
ADP-Ribosylierung eine signifikante Reduktion demtiaikrobiellen und
zytotoxischen Aktivitat. Die Chemotaxis gegenubetymphozyten zeigte sich
durch ADP-Ribosylierung von Defensin-1 hingegenhhibeeintrachtigt. In der
broncheoalveolaren Lavage von Rauchern konnte ADd%yliertes Defensim vivo
detektiert werden (Paone et al., 2002).

Ob es z.B. im Kontext der immunologischen SynapseABP-Ribosylierung von
Zielproteinen auf benachbarten Zellen kommt, kordech weitere Experimente

erfolgversprechend untersucht werden.
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1.2.4 Effekte der ADP-Ribosylierung auf T-Zell-Funktionen

1.2.4.1Der NAD induzierter Zelltod (,NAD induced cell dé¢t NICD)

Der extrazellulare ATP-Stoffwechsel weist eine Reilvon Parallelen zum
extrazellularen NAD-Stoffwechsel auf. Beide Nukldetkdnnen von Zellen durch
lytische und nicht Iytische Mechanismen freigesetztden ((Bruzzone et al., 2001)
(Contreras et al., 2002)) und durch membranveramkader 16sliche Ektoenzyme
wie NADasen, ATPasen und Phosphodiesterasen hgiediywerden ((Goding and
Howard, 1998) (Lund et al.,, 1995)). Beide Nukleetidienen als Substrate ftr
posttranslationale Modifikationen: Phosphorylierungnd ADP-Ribosylierung.
Daneben kommen Interaktionen mit spezifischen egthaldren Rezeptoren vor.
ATP bindet z.B. als Ligand an den PurinorezeptoX®2inem auf Lymphozyten
exprimierten ATP gesteuerten lonen-Kanal und Iéstludch Apoptose aus ((Di
Virgilio et al.,, 2001) (Zanovello et al., 1990)).dAouch et al. zeigten 2001, dass
auch die Inkubation von nativen T-Zellen mit NAD dygose induzierte (Adriouch
et al., 2001). 2003 konnten Seman et al. zeigess d&éser als NAD induzierter
Zelltod bezeichnete Effekt (NICD) durch die ADP-Bdylierung von P2X7
ausgelost wird (Seman et al., 2003). Der AdeninpBeuscheint innerhalb des NADs
eine besondere Rolle zuzukommen, da NAD-Analoga \feitinderungen an der
Adeningruppe wie etheno-NAD, Nikotinamid-GuanidimDkleotid (NGD) und
Nikotinamid-Hypoxantin-Dinukleodid (NHD) keinen NIZauslosten (Seman et al.,
2003). Die zur P2X7-Aktivierung benétigten NAD-Kaerdrationen waren
interessanterweise deutlich geringer als die ATRz€aotrationen. Die Sensitivitat
gegenuber dem NICD korrelierte mit der Expressiam VART2.2. Thymozyten
zeigten sich gegentber dem NICD resistenter algplene Lymphknoten-Zellen,
aktivierte T-Zellen resistenter als ruhende T-ZelldHaag et al., 2002).
Regulatorische T-Zellen (Tregs) waren besondersitseritiir NICD (Aswad et al.,
2005). Auch in NK-T-Zellen konnte NICD induziert wden (Kawamura et al.,
2006). ART2 wird von der Zelloberflache der T-Zalldurch eine Metalloprotease
freigesetzt (Kahl et al., 2000) und macht aktiwaeft-Zellen somit fir den NICD

resistent.
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Der P2X7-Rezeptor des Mausstammes C57BL/6 trage eatirliche Mutation

(P451L), die die Sensitivitat fur die ATP induzeerOffnung des lonenkanals
drastisch reduzierte (Adriouch et al., 2002). Lywpjten aus C57BL/6 Mausen
zeigten sich im Verhaltnis zu solchen aus BALB/cHgkn als weniger empfanglich
fur NICD (Adriouch et al., 2001). Daher ist anzumedm, dass viele ART-vermittelte
Effekte, die an C57BL/6-Zellen beobachtet wurdehinausschliel3lich auf NICD

zurlckzufuhren sind.

1.2.4.2 Nicht oder nicht sicher durch NICD erklarbare Effekon ARTs auf T-

Zell-Funktionen

Neben dem oben beschriebenen NICD wurden versaieededere Auswirkungen
der ADP-Ribosylierung auf T-Zell-Funktionen im Maystem beschrieben, die hier
kurz zusammengefasst werden sollen.

Wang et al. zeigten 1994, dass die ADP-Ribosylignon T-Zellen die Proliferation
und Zytotoxizitat von T-Zellen hemmt ((Ohlroggeatt, 2002; Wang et al., 1994)).
Liu et al. zeigten 1999 in Kolokalisationsexperirtgan dass ADP-Ribosylierung die
Formation der immunologischen Synapse beeintréelftiqu et al., 1999). Auch die
~graft versus host reaction” liel3 sich durch ADR:&3ylierung supprimieren (Liu et
al., 2001).

Okamoto et. al. zeigten 1998 vivo eine Reduktion der DTH-Antwort nach
intraperitonealer Injektion von NAD. Ferner zeigtieh in dieser Arbeit, dass die
Vorbehandlung von T-Zellem vitro mit NAD, ebenso wie die intravendse Injektion
von NAD, das Homing-Verhalten von LK-Zellen beeufit. Als méglicherweise an
der Inhibierung des Homings beteiligte ADP-ribosste Zielproteine wurden CD44,
CD43 und LFA-1 vermutet. Leider kann bei den meiste dieser Arbeit
dargestellten Versuchen die verwendete Mausling der Veroffentlichung nicht
genau entnommen werden (entweder C57BL/6 oder B62Z=Mause) (Okamoto et
al., 1998). Dies ware jedoch fir eine Beurteilunghtig, da die C57BL/6-T-Zellen
gegeniber dem NICD nicht empfanglich waren. Da gbdov/ersuche zur
Untersuchung der Apoptose wie DNA-Fragmentierungl usntersuchung der
Zellvitalitéat in derselben Verdoffentlichung negatierliefen, erscheint NICD als

Ursache fur das veranderte Homingverhalten unwhbislich (Okamoto et al.,
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1998). Nemoto et. al. zeigten 1996 an EL4-Lymphateben in einem Adhasions-
Assay, dass die homotypische Zellaggregation duidiloberflachen-ADP-

Ribosylierung von LFA-1 beeinflussbar ist (Nemotcak, 1996). Eine Beteiligung
von LFA-1 am durch ADP-Ribosylierung inhibierten mHimg erscheint somit
maglich.

In CTLs aus C57BL/6-Méausen und mit ART1 transfi@er EL4 Lymphomazellen
hemmte die ADP-Ribosylierung die durch anti-CD8-kadtper vermittelte

Autophosphorylierung von Lck sowie die ProduktioonviP3 (Liu et al., 1999;

Wang et al., 1996). In Lck-Immunprazipitaten vont mfP-NAD markierten

C57BL/6-CTLs zeigte sich ein koprazipitiertes 40aki@roRes ADP-ribosyliertes
Protein, welches nicht der ART selbst entsprachngVvat al., 1996). Ob es sich
dabei um CD8 handelte, blieb ungeklart. Zusammersgef deuten diese
Experimente darauf hin, dass die ADP-Ribosylieruag Oberflachenproteinen von
C57BL/6-T-Zellen Uber einen durch CD8 und Lck vetatien Signalweg hemmend

wirken konnte.
1.2.5 Das NAD verstoffwechselnde Ektoenzym CD38

CD 38 ist ein Typ Il Transmembranprotein, welcheseepotente ekto-NAD-
Glycohydrolase-aktivitat besitzt ((Ferrero and Malsi, 1999; Schuber and Lund,
2004)) und auf Lymphozyten, Makrophagen, Endothielzeund dendritischen
Zellen exprimiert wird. CD38-defiziente Mé&use zeigt eine beeintrachtigte
humorale Immunitét, eine verminderte Chemotaxis mentrophilen Granulozyten
und dendritischen Zellen ((Cockayne et al., 199ar{ida-Sanchez et al., 2001)
(Partida-Sanchez et al., 2004)). Die dramatischdulen von NADase-Aktivitat in
CD38-/- Mausen spricht dafir, dass CD38 die domemeée NADase in den meisten
murinen Geweben wie Lymphknoten, Milz und Knocherkist (Partida-Sanchez et
al., 2001). CD38 wird dabei im Gegensatz zu denimearARTs von B-Zellen und
aktivierten T-Zellen exprimiert ((Cockayne et al998; Moreno-Garcia et al.,
2004)). CD38 inhibiert die ADP-Ribosylierung vonZEllen intrans-Stellung, was
sich durch Reduktion des fir die ARTs verfugbaretsiats NAD durch CD38-
tragende Zellen erklaren lasst (Krebs et al., 200Bgs Weiteren zeigen

Lymphozyten von CD38 -/- Mausen eine starkere eifDP-Ribosylierung als



Einleitung 44

solche aus Wild-Typ-Mausen (Krebs et al., 2005)safnmenfassend lasst sich
feststellen, dass ARTs und CD38 in Bezug auf did>AR®bosylierung Gegenspieler
sind. In dieser Betrachtungsweise wéaren ARTs ,NAren“, die die
extrazellulare NAD-Konzentration in ADP-Ribosylieq von
Zelloberflachenproteinen Ubertragen, wohingegen &£ie ADP-Ribosylierung
durch Verminderung des Substrates NAD zeitlich terent.

Im NOD/Lt Maus-Modell fir den Typ-1 Diabetes zeigiieh nach Depletion von
Lymphozyten durch Cyclophosphamid eine verzégegpdRulation von mArt2:2
im Vergleich zu ART2.2T-Zellen in der Milz und in den Inseln des Pankrdaiese
verzogerte Repopulation korrelierte mit der Entwicly von ausgepragtem Diabetes
(Ablamunits et al., 2001). Behandlung von Milz-THEa mit NAD fuhrte zur
Inhibierung von anti-CD3 induzierter T-Zell-Aktiieng und Hemmung der
Zytotoxizitat von CDB8-Effektor-Zellen gegentber d&eta-Zellen des Pankreas
(Ablamunits et al., 2001). 2005 konnten Chen etimldiesem Diabetesmodell
nachweisen, dass die Entwicklung des Diabetes dowmih CD38 als auch von
ART2 abhangig war (Chen et al, 2006). Zur Aufkiigu der in die
Diabetesentwicklung involvierten Signalwege erschailie Identifizierung von

beteiligten ART-Zielproteinen entscheidend.
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2 Zielsetzung

Als zentrale Fragestellung der Arbeit sollte denflai’3 der ADP-Ribosylierung auf
die Signaltransduktion von T-Zellen untersucht veerdDabei stand die Suche nach
neuen an der Signaltransduktion beteiligten ARTipfaeinen neben der Analyse
bekannter ART-Zielproteine im Vordergrund. Um ARTelproteine einfacher
darstellen zu kénnen, sollte untersucht werderdeslschon erfolgreich im FACS
eingesetzte 1G4-Antikérper auch im Westernblot Amdvang finden kdnnte. Die
1G4-Westernblotmethode sollte an bekannten Ziedprenh etabliert werden.
Anschlie3end sollten Zielproteine von ARTs und Byn&inasen untersucht werden,
um Schnittstellen zwischen T-Zell-Aktivierung und®R-Ribosylierung zu
identifizieren. Dartber hinaus war es Ziel, diegedaktionspartner in Abhangigkeit
der T-Zellaktivierung zu untersuchen. Weiteres dial es ausreichende quantitative
und qualitative Mengen von 1G4-Immunpréazipitatenniiassenspektroskopische
Untersuchungen herzustellen, um neue ART-Zielpnetesowie mdgliche
Interaktionpartner von ART-Zielproteinen identigzen zu kénnen. Ferner sollte die
Fragestellung der ADP-Ribosylierungtmans-Stellung, sowie das Zusammenspiel

von ARTs und CD38 untersucht werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Laborgerate

PTC-100 PCR-Maschine MJ Research, Inc Watertown, MAAYS
Bio-Rad Gene Pulser Biorad, Minchen

FACScan Becton Dickinson, Heidelberg
FACSCalibur Becton Dickinson, Heidelberg

Entwicklungsmaschine Fuji FPM 100A Fuji Photo FiBmbH, Dusseldorf
Xcell 1l Mini-Cell & Xcell Blot Module Invitrogen,Groningen (Niederlande)
MACS MultiStand Miltenyi Biotech, Bergisch Glaach
QTOF Il, Massenspektrometer Micromass (USA)

3.1.2 Verbrauchsmaterialien

Nitrozellulose-Hybond-C Amersham-Pharmacia Bibtd-reiburg

Polyvinyldendifluorid-Immobilon (PVDF)Boehringer gelheim, Ingelheim

Kodak Biomax MR Rontgenfilm Kodak Company, Cortied (USA)
Hyperfilm ECL Amersham-Pharmacia Biotech, Bueg
Filter + Kassetten (3H-Thymidin) Wallac, Turkur{Rland)

NuPAGE 10% Bis-Tris Gel Invitrogen,Groningen éNerlande)
1.0mm, 10well

NuPAGE 10% Bis-Tris Gel Invitrogen,Groningen éNerlande)
1.0mm, 12well

NuPAGE 4-12% Bis-Tris Gel Invitrogen,Groningeni€terlande)

1.0mm, 12well
Kivetten: 0,4 cm Elektroden-Abstand Biorad, Muncthe

Kivetten: 0,2 cm Elektroden-Abstand  Biorad, Muncthe

ZOOM Strip pH 3-10, 4-7 und 6-9 Invitrogen,Gronemg(Niederlande)
Aminolink-Kit Pierce, Rockford (USA)
LS-Columns Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach

Kulturplatten Nunc, Roskilde (Danemark)
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LS-Columns Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach

3.1.3 Mausstamme

BALBc Jackson Laboratory (USA)

C57BL/6 Méause Charles Rivers, Sulzfeld

3.1.4 Zelllinien

DC27.10 Hybridom B. Fleischer, BNI, Hamburg

Jurkat Tet-On (JTO) Clontech, Heidelberg
Zellkulturmedium fir Zelllinien:

Vollmedium: RPMI (Gibco BRL) - 10% FCS (Biochrom)} 1%

Penicillin/Streptomycin (Gibco BRL) - 1%, Glutam{&ibco BRL) - 1% Pyruvat
(Gibco BRL) - 4.7ul/500ml -Merkaptoethanol)

3.1.5 Antikorper

3.1.5.1Konjugierte Antikdrper

Rattea-Maus Art2.2 (IgG2a)-FITC Inst. f. Immunologie, Maurg
(Nika102)

Rattea-Maus ART2.1-FITC Inst. f. Immunologie, Hamburg
(A102, IgG2a)

Rattea-Maus CD& -PE (IgG2. , 536.7) Pharmingen, Heidelberg
Esela-Maus 1gG-PE (H+L, F(ab)2) Dianova, Hamburg

Esela-Ratten IgG1-PE Dianova, Hamburg
Mausa-etheno-Adenosin-FITC Inst. f. Immunologie, Hamtu

(1gG20) (1G4)

Ratteo -humanes CD38-APC Dianova, Hamburg

Rattea -Maus IgG1 MicroBeads Miltenyi Biotech, BergisGlladbach
Ziegea -Maus IgG- Amersham-Pharmacia Biotech, Fregbur

Meerrettich-Peroxidase

Rattea-Maus CD44-PE (1gG2b) DAKO, Hamburg
Rattea-Maus CD45(RB)-PE (IgG2a) DAKO, Hamburg
Rattea-Maus CD45(RC)-PE (IgG2a) DAKO, Hamburg
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Anti-Phosphotyrosine-HR-POD (RC20) Transducion Lrabaries, Lexington
Mausa-FLAG M2, Agarose konjugiert SigmaAldrich, Deiserfén
Anti-Phosphotyrosine, Agarose Upstate, Dundee

konjugiert (Klon 4G10, IgG2b)

Mausa-humanes CD8a-PE (IgG2a) DAKO, Hamburg

3.1.5.2Unkonjugierte Antikdrper

Mausa-etheno Adenosin (IgG2 1G4) R. Santella (Columbia University, NY)
Rattea-Maus CD11a (IgG& M17/4) Pharmingen, Heidelberg

Rattea-Maus CD205 (Dec205) Serotec, Dusseldorf
Hybridomuberstand (IgG2a, NLDC-145)
a-Maus-PAG (polyklonales Serum): freundlicherweizer Verfligung gestellt

von B. Schraven, Otto-von-Guericke-
Universitat Magdeburg
Kanincheno-humanes/murines Lck Pharmingen, Heidelberg
(Antiserum)

Kanincheno-Maus CD3 ( polyklonal)  Inst. f. Imnmunologie, Haurg

Rattea-Maus ART2.2 (R8A102) Inst. f. Immunologie, Hamgu
Rattea-Maus Art2.1/Art2.2 B54 (Bella) Inst. f. Inmunol@giHamburg
Ratteo -humanes Artl Inst. f. Immunologie, Hamburg

3.1.6 Chemikalien

Alle hier nicht angegebenen Chemikalien wurden wvden Firmen Merck

(Darmstadt) oder Sigma-Aldrich (Deisenhofen) bemoge

BSA New England Biolabs, Schwalbach/Taunus
G418 Gibco BRL, Eggenstein
32P-NAD Amersham-Pharmacia Biotech, Freiburg

Protein G-Sepharose Sigma Aldrich, Deisenhofen
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3.1.7 Plasmidkonstrukte

pEGFP-C1 Clontech, Heidelberg
pTRE/hArtl J. Mac Dermot, London
pME/hArtl Inst. fir Immunologie Hamburg
pME/hCD& Inst. fur Immunologie Hamburg
dnLKLF Inst. flr Immunologie Hamburg

3.1.8 Proteinbiochemische Reagenzien

ECL Western Blotting Amersham Pharmacia Biotéalejburg
detection reagent

SeeBlueTM Plus2 Novex, San Diego, CA (USA)
Pre-Stained Standards

NuPage SDS Page MOPS Invitrogen, Groningen @liadde)
running buffer

NuPage SDS Page transfer buffer Invitrogen, Gigemn (Niederlande)
NuPage sample reducing agent Invitrogen, Gramir(fjliederlande)
NuPage LDS sample buffer Invitrogen, Groningdiederlande)
NuPage Antioxidant Invitrogen, Groningen (Naddnde)
StrataCleanTM Resin Stratagene, Heidelberg

Colloidal Blue Staining Kit Invitrogen, GroningéNiederlande)

Re Blot Western Blot Recycling Kit*  (Chemicon)
MACS-Buffer: PBS, 0,5 % BSA, 2 mM EDTA
AntikoérperinkubationslosungfBS, Ziegenserum (10%), Tween 20 (20%)

Blockl6ésung:1XTBS - 5% Michpulver (Kleeblatt) oder 10% Ziegensn
AntikérperverdiinnungslésungixTBS - 5% Michpulver (Kleeblatt) oder 10%

Ziegenserum oder RC20-Blocking- L6sung; zuséatzig®o Tween 20
RC20-Blocking-L6sungi0% BSA, 100mM Tris pH 7,5, 1M NaCl, 1% Tween 20
Waschlésundfir die PVDF-Membran): 1XTBS - 0.5% Tween 20
Silberfarbungslésungder NC-Membran): 1XTBS - 20% AgNO3 - 40% Na Citrat
20% FeSO4

(frisch ansetzen)
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Standart LysepufferNaCl (0,1375 M), Tris (0,05 M, pH 7,8), Na-Orth@vadat
(ImM), EDTA (0,5mM, pH 8,0), Glycerol (10%ig), NF34(1%ig), complete 1x
(Proteaseinhibitor, aus 25 facher Stock-Losungpdd (entspricht NP40, 1%ig)
Gey's Puffer :Puffer A: 35g NH4CI, 1.85g KCI, 1.5g Na2HPO4*12H2M119g
KH2PO4, 5.0g Glukose, 0.05g Phenol Rot in 1 LiteeQd Puffer B: 4.2g
MgCL2*6H20, 1.4g MgS04*7H20, 3.4g CaCl2*2H20 in 1tdr H20; Puffer C:
22.5g NaHCO3 in 1 Liter H20; 1x Gey's Puffer wukiez von Gebrauch angesetzt:
20% A+5%B+5%C + 70 % H20
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3.2 Methoden

3.2.1 Vorbemerkung tber die verwendeten Expressionskonstikte und

Zelllinien

Die in dieser Arbeit beschriebenen Experimente wnrchit der murinen Zelllinie
DC27.10 und der humanen Zelllinie Jurkat durchgefiibie verschiedenen ARTSs
(Maus ART2.1, Maus ART2.2, Maus ART1 und humanesTARwurden in den
pME-Vektor kloniert. Dieser enthalt als eukaryotisn Selektionmarker eine
Neomycinresistenz und den fir die Kontrolle demBfaktion wichtigen FLAG Tag,
aul3erdem den SRPromotor und ein Poly-Adenylierungssignal (siehbbAS8).

Stabile DC27.10-Transfektanten, die die verschiedeARTs im pME-Vektor

exprimierten, waren zum Beginn meiner Arbeit bereit Labor vorhanden.

A Ft B
CDsL ART22 ART2.2
SV40
intron FLAG- GPl_
ta
SR PME.FtART2.2.G 9 4~ anchor
PI ) v
orl cell-
membrane

ampRr

Abbildung 8: Schematische Darstellung des pME-Vekis: A Vektorkarte des pME-Vektors
dargestellt ist der vom CD8 stammende Leaders (§O#dr Flag-Tag (Ft), sowie der GPI-Ankers
(GPI) des ART2.2B Schematische Darstellung des pME- ART2.2 Expresgionstruktes: ART2.2
ist als ,Pac-Man" dargestellt, blau dargestelltdst FLAG-Tag

Fir die Experimente in Jurkat Zellen wurden tram&él ransfektionen durchgefiihrt.
Das Expressionskonstrukt fur humanes ART1 (pTRE-RBR wurde uns
freundlicherweise von der Arbeitsgruppe um Profesdo Dermot aus London zur
Verfugung gestellt (Abb. 9). Dabei handelt es sigim ein durch Tetrazyklin
induzierbares System. Die verwendete Zelllinie kdtirtet on“ ist mit einem
Tetracyklin induzierbaren Transaktivator verseh&rlcher ein Fusionsprotein des
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bakteriellen Tetrazyklin Repressors (TetR) und\dei6 transaktivierenden Doméne
ist. Das verwendete ,response plasmid“ (pTRE-hARTA)g ein ,tetracycline

response element” innerhalb des Promotors welchlee€xpression des humanen
ART1 steuerte. Aus unbekannter Ursache zeigte gdooch auch schon ohne
Tetrazyklingabe die Expression des Transgens (Dateht dargestellt). Einige

Experimente wurden mit diesem Konstrukt durchgeftinr einigen Experimenten
wurde der pME-Vektor verwendet. Der Vorteil des pMEektors liegt wie oben

beschrieben darin, die Expression des Transgerelsndnti-FLAG spezifischem
Antikorper kontrollieren zu kénnen. Dies erwieshsjedoch als schwierig, da der
gegen den FLAG-Tag gerichtete Antikdrper M2 unsiigzi mit den Jurkat-Zellen
reagierte. Ferner existierte mit dem 1G4-Assay &iaerlassiges Verfahren, um

indirekt auf die Expression schlief3en zu kénnen.

MCS

TRE '
pTRE-Vektor

Ampf

Abbildung 9: Schematische Darstellung des Expressiskonstruktes pTRE-hART1
Amp: Ampicillin-Resistenz, MCS: multiple cloningdd, TRE: Tetracyclin response element, ori:
origin of replication
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3.2.2 Transiente Transfektion von Lymphomzellen

10 cm Schalen wurden mit 10 ml RPMI-Medium (10%FQ%Natrium-Pyruvat)
geflllt und 30 Min. bei 37 Grad vorgewarmt. Es wurden jeweils 5ug DNA (fur
DC27.10-Zellen) oder 10 ug DNA (fur Jurkat-Tet-oeH&n) pro Ansatz verwendet.
Die DNA wurde direkt in die Klvetten gegeben (fU€®7.10-Zellen wurden 0,2 cm
Klvetten, fur JTO wurden 0,4 cm Kivetten verwendat)schlielRend wurden die
Zellen in RPMI (ohne Zusatze) aufgenommen und prsatz 1*16-Zellen in 400pl
(fur DC27.10-Zellen) oder 7*fazellen in 700ul (fur JTO-Zellen) verwenden. Die
Elektroporation erfolgt bei 960 pF, mit 220 mV (DC20-Zellen) oder 280 mV
(JTO-Zellen) fur ca. 6 Sekunden. AnschlieRend wardie elektroporierten Zellen
in die vorgewarmten 10 cm Kulturschalen UberfiHdie stabilen DC27.10-
Transfektanten fir mArtl, hArtl, mArt2.1, mArt2.2§OD/DA und DA/NOD
wurden durch Elektroporation, G418-Selektion untienierung generiert.

3.2.3 Praparation muriner Lymphknoten- und Milzzellen

Lymphknoten wurden aus cervikalen, axillaren, imglen, submandibularen,
mesenterialen und paraaortalen Lymphknoten prapamel in ca. 8 ml RPMI (10%
FCS) aufgenommen (siehe Abb. 10). Die Lymphknotetbed wurden mit Hilfe

einer Nytex-Membran aus dem Gewebeverband gelast. Herstellung einer
Zellsuspension wurden die Lymphknoten mit Hilfe &empels einer 2 ml Spritze
durch die Membran gedrickt, wobei Binde-und Strommagbe in der Membran
zuruckblieb. Anschliel3end wurden die Zellen mehsnmait PBS gewaschen.
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Abbildung 10: Lage der lymphatischen Organe bei deMaus. Die Abbildung zeigt eine
Zeichnung, die die Lage der lymphatischen Organeré¥laus in situ wiedergibt.
(modifiziert nach http://www.eulep.org/Necropsy_itfe Mouse/printable.php)

Milzzellen wurde ebenfalls mit Hilfe einer Nytex-Mhoran in eine Zellsuspension
Uberfuhrt (siehe oben). Anschliel3end wurden digHEogyten mittels Inkubation der
Zellen in 10ml Gey's Puffer (siehe unter Materiaiéir 10 Minuten auf Eis lysiert.
Die Zellen wurden zwei Mal gewaschen und nach Besting der Zellzahl sofort

fur die Versuche eingesetzt.
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3.2.4 Depletion von B-Zellen

1*10"-Zellen wurden in 80ul PBS (1% BSA) aufgenommen umitl Macs-Beats
(10pl aMs-lgG-Microbeats auf 1*16Zellen) fir 20 Min. bei % C inkubiert. Die
LS-Saulen wurden in einen Magnetstander einge{ftdCS MultiStand,Miltenyi )
und zwei mal mit PBS (1% BSA) gewaschen. Anschhel3aurden die mit den
Macs-Beats inkubierte Zell-L6sung Uber die Saulgeppen und der Durchlauf wurde

weiter verwendet.
3.2.5 Stimulation von Zellen mit Natrium-Ortho-Vanadat (V anadat)

Der Tyrosin-Phosphatase-Inhibitor Vanadat wurde der Stimulation aktiviert. Zu
dem Zweck wurden zu 100ul Vanadat (50mM) 30uOH30%ig) pipettiert. Dies
fuhrte dazu, dass die Loésung sich gelb verfarbtescAlielend wurde eine 1:5
Verdinnung in ddbD durchgefiihrt (+520ul ddH20). Fir die Stimulierwagrden
10l aktiviertes Vanadat pro 1x1@ellen pro 1 ml RPMI verwendet. Die Zellen
wurden in einem Eppendorf Gefald im Heizblock beP@GAorgewérmt. Die
Stimulierung erfolgte fur 3 Minuten. Sie wurde gestt durch das Hinzupipettieren
von Vanadat und beendet durch die Lyse in Standaepuffer (siehe Material).
Die Zellen wurden dabei 20 Sekunden vor Ende deMiButen in einer

Tischzentrifuge abzentrifugiert und das Pellet@@(ll Lysepuffer resuspendiert.
3.2.6 Stimulation von Zellen mit a-CD3, PMA und lonomycin

Die Stimulierung von nativen Lymphozyten mHCD3 (10ug pro Ansatz) und PMA
(10ng pro Ansatz) oder lonomycin (1uM) wurden agakur Stimulierung mit

Vanadat durchgefuhrt.
3.2.7 Behandlung von Zellen mit**P-NAD

Die Zellen wurden einmal mit 10 ml PBS gewasched anschlie3end mit 10uCi
32P_NAD firr 30 Min. bei 37°C im Wasserbad inkubiéyach Zentrifugieren wurde
das Zellpellet so haufig mit 10 ml PBS gewaschénijrb Uberstand keine Strahlung

mehr detektierbar war.
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3.2.8 Behandlung von Zellen mit etheno-NAD

Die Zellen wurden fur 30 Min. bei 37°C mit versafemen Konzentrationen von
etheno-NAD inkubiert. AnschlieRend wurden die Zelleirei Mal mit PBS
gewaschen und weiter verwendet. Bei den Versuclmempremaren Maus-Zellen
wurde zusatzlich noch 2mM ADPR verwendet, bei daus4Zelllinie BALBc wurde

zusatzlich noch 1mM DTT dazugegeben.
3.2.9 Behandlung von Zellen mit PI-PLC

5x10 Zellen wurden in 50pl RPMI aufgenommen und 2pit PIPLC (0,1 U/pl) fur
30 Min. bei 37°C im Wasserbad inkubiert. Anschlie®ewurden die Zellen

zentrifugiert und der Uberstand fiir Westernblotgseh verwendet.
3.2.10 Lysieren von Zellen

Zellen wurden abzentrifugiert und in 100ul/1%Z6llen lysiert. AnschlieRend wurde
das Lysat fur 30 Min. auf Eis inkubiert. Es folgtewei Zentrifugationen bei 15000
rpm in einer Eppendorf-Tischzentrifuge bei 4°C, Henen jeweils der Uberstand
uberfihrt und weiter verwendet wurde.

Zur Untersuchung GPl-verankerter Proteine wurdeRkket erneut in 100p1/1x10
Zellen aufgenommen und fur 30 Min. bei 37°C inkwubieNach erneuter
Zentrifugation (15000 rpm) wurde der Uberstand reierwendet.

3.2.11" Fluorescence activated cell sorter " (FACS)

Mittels Durchfluf3zytometrie (oder ,Fluorescenceiaaied cell sorter”, FACS) ist es
maoglich unter Verwendung von Fluorochrom markiertemtikOrpern eine grof3e
Anzahl von Zellen auf Expression bestimmte Proteihén zu untersuchen. Die
Zellen werden dabei in einem laminaren Flussigkisn einzeln durch eine
Laseroptik gefuhrt. Das Geréat misst fur jede eineelelle die Parameter ,forward
scatter (FCS), ,side scatter® (SSC) und die Flueagintensitat, wobei am
verwendeten FACS ,Calibur® 4 verschiedene Spektmassbar sind. So kénnen
Zellen anhand ihrer GroRe (FCS), ihrer Granulieru¢g@SC) und ihrer
Fluoreszenzintensitat untersucht werden. Die beigistgenannten Eigenschaften

einer Zelle werden anhand ihrer Lichtstreuung geews die zuletzt genannte
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aufgrund ihrer Fluoreszenzmerkmale. Als Fluorocteordienten Fluorescein
Isothiocyanat (FITC), Phycoerythrin (PE) und Allgbcyanin (APC).

Die Zellen wurden vor der Antikorperinkubation 1 IMait 3ml PBS gewaschen. Die
Antikorper-Inkubationen erfolgten jeweils fur 30 Miauf Eis. Es wurden entweder
direkt Fluoreszenzmarkierte Antikorper oder unkgigute Primarantikdrper und
Fluoreszenzmarkierte Sekundarantikorper verwerdath jeder Inkubation folgte
ein Waschschritt mit 3 ml PBS. Pro FACS-R&hrcherrden jeweils ca. 2xPo
2x10 Zellen eingesetzt.

3.2.12 Sortieren von Zellen

Eine weitere Funktion des DurchfluRytometers ermetigles, Zellen aufgrund ihrer
Fluoreszenzmarkierung zu sortieren. Mit Hilfe dre$echnik wurden zwei Jurkat-
Zelllinien mit unterschiedlicher CD38 Expressionrdestellt, die mit CD38 (fiir

hohe Expression) und CD3&fiir geringe Expression) bezeichnet wurden.
3.2.13 Immunprazipitation

20ul Protein G-Sepharose-Matrix wurde mit PBS (1%iéom-X-100) gewaschen.
Anschliel3end wurden die fur die Immunprézipitatieerwendeten Antikorper in
200ul Lysepuffer tberfuhrt und fur mind. 45 Min.trder Protein G-Sepharose bei
4°C auf dem Roller inkubiert. Die Sepharose wurdi @ner abgeschnittenen
Pipettenspitze tberfihrt, der Uberstand beim Wasehede jeweils mit Hilfe einer
Vakuumzentrifuge und einer dinnen Injektionsnadeltfeent. Die fiur die
Immunpréazipitation bestimmten Lysate wurden fur &ih. in 20ul Protein G-
Sepharose vorinkubiert (,Preclearing), um unspseife Bindungen an die
Sepharose zu vermeiden. AnschlieRend wurde derstéivel auf die an Protein G-
Sepharose gekoppelten Antikérper gegeben und fiividbiten bei 4° C auf dem
Roller inkubiert. Die Prazipitate wurden drei Maltriml Lysepuffer gewaschen.
Alle Waschritte wurden mit Lysepuffer durchgefihrym Protease- und
Phosphataseaktivitdit zu minimieren. Fir die Immanipitation der Abb.29
(Massenspektroskopie) wurde der 1G4-AntikorperatatAminolink-Kit (Pierce) an

Sepharose immobilisiert, um Antikdrperkontaminagéinrzu minimieren.
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Im Versuch der Abb. 32 wurde eine zweifache Immaénjmitation durchgefihrt:
Nach der ersten Immunprazipitation mit dem 1G4-Riémper wurden die Prazipitate
fur 5 Minuten bei 95°C in folgenden Puffers inkutiesOmM Tris-Hcl (pH8.0),
0,5%SDS und 5mM DTT. Der Uberstand wurde anschtidReit Lysepuffer auf
0,1%SDS verdinnt und in einer zweiten Immunpréaigin mit dem 4G10-

Antikodrper eingesetzt.
3.2.14 SDS-PAGE

Fur die SDS-PAGE Analyse wurde das "NuPAGE" Systean Invitrogen
verwendet. Die Proben wurden in LDS-Ladepuffer G@dnM DTT 10 Minuten bei
70°C erhitzt. Es wurden 10% und 4-12% Bic-Tric-Gelerwendet, sowie der
Laufpuffer ,MOPS*, wobei die 4-12%igen Gele fur démchmolekularen, die
10%igen Gele fir den niedermolekularen Bereich eedet wurden. Als
Molekularmarker wurde ,SeeBlue” (Novex) verwendete Elektrophorese wurde
mit 200V durchgefuhrt und dauerte ca. 45 Minuten.

3.2.15 Westernblot

Das Westernblotverfahren wurde mit dem Invitrog&nCell Il Blotting" System im

"Wet-Blot"-Verfahren durchgefuhrt. Es wurden einélF- Membran und eine NC-
Membran fir den Blot verwendet. Das Gel wurde labnfrei zwischen die NC-
Membran (Anoden-Seite) und die PVDF-Membran (Kadm&eite) gelegt. Auf die
Membranen wurden jeweils Filterpapier und Blotscmmwiée gelegt. Der Blot wurde
nass in Transferpuffer Ubereinander geschichtet.Bdatten erfolgte bei 30 Volt erst
fur 2 Min. auf die NC-Membran und dann nach Umkedr Polaritat fir 90 Minuten
auf die PVDF-Membran. Die PVDF-Membran wurde fie dinmundetektion, die

NC-Membran fur eine parallele Silberfarbung eingese
3.2.16 Colloidal Coomassie-Farbung:

Es wurde das Colloidal Blue Staining Kit (Invitrageverwendet. Das Gel wurde fur
4-12 Stunden in der Farbelésung geschwenkt undhbeBend lber Nacht mit

ddH,O entfarbt, um den Hintergrund zu minimieren.
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3.2.17 Silberfarbung

Die Nitrozellulose- (NC) Membran wurde fur ca. 1riMin 10 ml Silberfarbungs-
Losung (IXTBS, 20% AgNO3, 40% Na Citrat, 20% FgS@eschwenkt.
Anschlie3end wurde die Membran mit ddHgewaschen und luftgetrocknet.

3.2.18 Immundetektion und Chemilumineszenzreaktion

Nach Inkubation der PVDF-Membran fur 30 Minuten Biocklésung (entweder
Milchpulver fir Experimente mit Phosphotyrosin od@genserum fur alle anderen
Experimente) bei 4°C wurde die Membran anschliel3@mdl Stunde in 10 ml
Antikérperverdiinnungslésung mit dem Primarantikérga der angegebenen
Verdinnung inkubiert. Nach dreimaligem Waschen Membran in Waschlésung
fur je vier Minuten wurde mit Meerrettich-PeroxiégasHRP) konjugiertem
Sekundarantikdrpern eine weiter Stunde bei 4°Chidatt Die wurden Membranen
vier Mal fir je 7 Min gewaschen. AnschlieBend wurdalie

Chemilumineszenzreaktion zur Visualisierung der bBro durchgefiihrt. Hierzu
wurde wegen der sehr hohen Sensitivitat und setzekuEntwicklungszeit das "ECL
Western Blotting detection reagent” (Amershan-Plaaia) verwendet. Die
Membran wurde in Plastikfolie eingewickelnschlieRend wurde ein Hyperfilm
ECL (Amershan Pharmacia) fur 10 Sekunden bis 10ulim je nach Intensitat

aufgelegt und sofort entwickelt.
3.2.19 Strippen von PVDF-Membranen

Hierzu wurde das "Re Blot Western Blot Recycling"KChemicon) verwendet und

nach den Angaben des darin enthaltenen Protokmitgegangen.

3.2.20 Proteinsequenzierung durch Nano-Elektrospray-Massespektroskopie

Die Identifizierung etheno-ADP-ribosylierter Prateierfolgte durch eine Nano-
Elektrospray-Massenspektroskopie (Nano-ESI-MS/M$8) ¥G4-Immunprazipitaten
(Chernushevich et al., 2001). 1G4 Immunpréazipitateden in einem SDS-
Polyacrylamid Gel aufgetrennt und mittels Coomaasigefarbt. Es zeigten sich
abgrenzbare Proteinbanden, die mit einem Skalpetieschnitten wurden. Diese
einzelnen Banden wurden im Gel mit Trypsin verdaatgdass eine Peptidldsung
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entstand. Im wesentlichen kénnen vier Schritte ngoteeden werden: 1. Nano-
Elektrospray-lonisierung, 2. erste Massenspektioiek@. Fragmentierung, 4. zweite

Massenspektroskopie.

Fur die Nano-Elektrospray-lonisierung werden dieanalysierenden Peptide mittels
einer Kapillarstromung, die aus Stickstoff und @aptidiésung besteht, in einem
elektrischen Feld desolvatisiert und ionisiert. Alano-Elektrospray-lonen-Spray-
Quelle wurde eine metallisierte Glas-Kapillare miber Spitze von 1pm inneren
Durchmessers verwendet, von der die zu analysieretidung gesprayt wurde. Der
lonenstrom war dabei bei ca. 20-40 nl/min. Auchrsgéringe Volumina (1-2ul)

konnen dadurch fir ca. 30-120 Min. untersucht werd®ie sich daran

anschlieende Massenanalyse (Verhéltnis Masse dunga der lonen erfolgte mit
einem Q-TOF-Massenspektrometer (Abb. 11).

Meedla tp

Abbildung 11: Dargestellung eines MS/MS-Q-TOF-Masmnspektrometers
(Quelle:www.jic.bbsrc.ac.uk/services/proteomics/qtdpf2
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Im Quadrupol-Massenspektrometer (Q) durchfliegenldnen eine Anordnung von
vier zylinderférmigen Elektroden, die parallel \arfen und deren Schnittpunkte mit
einer Ebene senkrecht zur Zylinderachse ein Quadden. Die gegentberliegenden
Elektroden befinden sich auf gleichem Potential undischen benachbarten
Elektroden wird eing&leich-und eineWechselspannungngelegt. Das Verhaltnis von
Gleich- und Wechselspannung bestimmt (bei konstdreguenz), welche lonen die
Anordnung passieren konnen. Haben die lonen niehtichtige Masse, werden sie
nach auf3en beschleunigt und kollidieren mit derktEdden. Der Vorteil dieses
Massenspektrometers besteht somit in der genawstierding der zu untersuchenden
lonengréRen. Im Flugzeit-Massenspektrometer (TOHme-bf-flight mass
spectrometer) findet die Massenbestimmung (Masdet@ durch Messen der
Flugzeit statt. Dazu werden die lonen im ElektresthFeld beschleunigt und
durchlaufen eine Flugstrecke. Die dafir bendtigleg#eit wird durch schnelle
Elektronik gemessen. Der Vorteil dieses Massenspeldters ist eine sehr effiziente
Auflésung. Das dabei gewonnene Massenspektrum iwiginer Datenbankanalyse
auf Ubereinstimmung mit bekannten Aminosauresequestern tberprift. Durch
diese Datenbankanalyse kdnnen sowohl die AnzahAdenoséuren als auch eine
maogliche Abfolge des Peptids bestimmt werden. Dadhsequenzierung wurde in

Kooperation mit dem Institut fir Zellbiochemie d¢KEs durchgefihrt.
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4 Ergebnisse

4.1 Detektion von etheno-ADP-Ribosylierung mit dem monklonalen
Antikorper 1G4

Die Untersuchung anderer posttranslationaler Nkatibnen wie z.B der

Phosphorylierung wurde durch die Verwendung vondpezielle phosphorylierte
Aminosauren spezifische Antikdrper (wie z.B. arttieBphotyrosin-Antikdrper)

wesentlich erleichtert. Leider existieren vergléate Anitkbrper fur ADP-

ribosylierte Aminoséauren (wie z.B. denkbar: antifARibose-Arginin-Antikorper)

bisher nicht. Im Jahre 1988 wurde jedoch von Yowtgal. an der Columbia
Universitat im Rahmen von Forschungen Uber die Keygenitat von Vinylchlorid

ein monoklonaler Antikdrper (1G4) entwickelt, dér £in mit einer etheno-Gruppe
modifiziertes Adenosin spezifisch ist (Young andcigfia, 1988)(Abb. 12). Dieser
etheno-Adenosin-Rest ist ebenfalls in etheno-NADBha&oden, welches von den
ARTs als Substrat katalysiert wird ((Hingorani aHd, 1988) (Klebl and Pette,
1996)).
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Abbildung 12: Schematische Darstellung des etheno-NAD/1G4-Assays

A Die etheno-Gruppe, die etheno-NAD von NAD unteesdét, ist mit einem Kreis versehen.

B Die ART ist hier als ,Pacman* dargestellt. Die Ndgsidische Bindung des etheno-NADs wird
gespalten, so dass Nikotinamid frei wird. Der eth@&DP-Riboserest wirdi-glykosidisch mit einem
Zielprotein verknipft. Der etheno-Adenosin-spettlfis monoklonale Antikdrper 1G4 bindet an
etheno-ADP-ribosylierte Zielproteine. Mittels Fllwom-markiertem Zweitantikérper (z.B:-Ms

IgPE) ist etheno-ADP-Ribosylierung so in der DuhgRfzytometrie, mittels Peroxidase konjugiertem
Zweitantikorper ist etheno-ADP-Ribosylierung so\iMesternblot nachweisbar.
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Unserer Arbeitsgruppe gelang es mit Hilfe diesestiknpers, Mono-ADP-
Ribosylierung von Zielproteinen durch ARTs darzliste (Krebs et al., 2003). In
dieser Arbeit wurde der 1G4-Antikorper in der DdtleRzytometrie (FACS), im
Westernblot und in der Immunprazipitation untersudbabei wurde der 1G4
Westernblot mit der traditionellen Methode zur Delfang von ADP-ribosylierten
Zielproteinen, der SDS-PAGE-Autoradiographie untéerwendung von 2P

markiertem NAD verglichen und 1G4-Immunprazipitate zur ldentdizing neuer

Zielproteine mittels Nano-Elektrospray Massensppskiopie verwendet.

4.1.1 DurchfluBzytometrische Untersuchungen von etheno-AB-

Ribosylierung mit dem 1G4-Antikdrper

DC27.10-Zellen wurden mit mART1, mART2.1, mART2.2xdu hART1 stabil

transfiziert. Der Nachweis der stabilen Expressiaer ARTs wurde

durchflu3zytometrisch mit dem anti-Flag-spezifisthAntikérpers M2 und PE
markiertem Zweitantikbrper erbracht. Alle stabirisfizierten Zellen zeigten eine
100%ige Anfarbung mit dem M2-Antikorper (Abb. 13ste Zeile). Die Spezifitat
der verschiedenen ART-Transfektanten zeigte sichrchduAnfarbung mit

monoklonalen Antikdrpern gegen hART1, mART2.1 und\RmT2.2. (Abb. 13,

zweite Zeile). Der Spezifitatsnachweis fur mARTLy fdas kein monoklonaler
Antikorper zur Verfugung stand, wurde durch negatiknfarbbarkeit mit fur

MART2.1 und hART1 spezifischen Antikbrpern erbrachDie gleichen

Transfektanten wurden mit etheno-NAD inkubiert uadschlieBend mit 1G4
angefarbt (Abb. 13, dritte Zeile). Dabei zeigtehsger Einbau von etheno-ADP-
Ribose in Zelloberflachenproteine durch alle untelse Transferasen. Die
Anfarbbarkeit mit 1G4 war dabei sowohl von der Eegsion der ART auf der
Zelloberflache als auch von der Inkubation mit ath&élAD abhangig. Analoge
Ergebnisse zeigten transient transfizierte humariead™R™-Zellen(Abb. 13, vierte

Zeile).
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Abbildung 13: Darstellung von etheno-ADP-Ribosylieung im FACS

Zeile 1: Verschiedene stabil transfizierte DC.27.10-Mausliiopazellen wurden mit dem
monoklonalen anti-Flag Antikérper M2 inkubiert uadschlieRend mit einem PE markierten
Zweitantikorper angefarbt; X-Achse: Log. Fluoreszatensitét, Y-Achse:. ZellzahZeile 2: Die
DC27.10-Transfektanten aus Zeile 1 wurden mit AR&z#fischen, mit FITC direkt konjugierten
monoklonalen Antikérpern aus der Ratte angefatbile 3: Die DC27.10-Transfektanten aus Zeile 1
wurden jeweils 30 Min bei 37°C mit (durchgezogemmgd) oder ohne (gestrichelte Linie) 100uM
etheno-NAD inkubiert; anschlielend wurden sie i@daFITC direkt konjugiertem Antikdrper oder
unkonjugiertem 1G4 Antikérper und PE markierten argikorper (Ziege-anti-Maus) angeféarbt.
Zeile 4: Jurkat-Zellen wurden transient mit humanem ART hgfaiert und zwei Tage nach der
Transfektion mit (durchgezogene Linie) oder ohres{dchelte Linie) 100uM etheno-NAD inkubiert.
Die Zellen wurden ebenfalls mit dem 1G4 Antikérpad PE markiertem Zweitantikorper angeféarbt.
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4.1.2 Vergleich der Methoden etheno-NAD/1G4-Westernblot nd
%2p_NAD/Autoradiographie zur Darstellung von ART-Zielproteinen

DC27.10™R™. DC27.10"R™L DC27.10"R™2 und Jurkdf**™-Transfektanten

wurden mit radioaktiv markierteni’P-NAD inkubiert und anschlieBend lysiert.
Daraufhin wurden eine SDS-Gel-Elektrophorese, eirestfnblot und eine

Autoradiographie durchgefuhrt (Abb. 14A). Dieself@ansfektanten und zusatzlich
noch DC27.16°"™ wurden mit etheno-NAD inkubiert und in einer
Westernblotanalyse mit dem 1G4-Antikorper unters@&bb. 14B).

4.1.2.1 Vergleich von Ganzzelllysaten nach etheno-NAD uftP-NAD
Markierung

In der Autoradiographie der Abb. 14A zeigten siclehnere ADP-ribosylierte
Proteinbanden, wobei sich die gré3ten Banden ineiBlervon ca. 200 kDa, die
kleinsten im Bereich von ca. 20 kDa abbildeten. DBandenmuster der
verschiedenen Transferasen sah im hochmolekulaeeidh sehr ahnlich aus,
groBere Unterschiede fanden sich im niedermole&nlaBereich. Die dort
erscheinenden prominenten Banden konnten als aDiAbosylierte ARTs
identifiziert werden (siehe dazu Abb. 28). Insgesdmf3en sich 14 Banden
abgrenzen (siehe nummerierte Striche in Abb. 1&&bei sind die Banden 2, 3, 4,
5, 6 bei allen drei Transferasen vorhanden, diedBari, 10 (entspricht mART2.2)
und 12 sind nur in der mART2.2-Spur vorhanden. Baeden 6.1, 6.2, 7 und 11 sind
sowohl in der mART2.2 als auch in der mART2.1-Spathanden. Da die Intensitét
der Banden zwischen den Transferasen aber selnscimiedlich war, erscheint es
schwierig, Aussagen zu treffen, ob die Proteinee den Banden 1 und 12
entsprechen, wirklich nur von mART2.2 modifizieréerden und ob die Proteine, die
den Banden 6.1, 6.2, 7 und 11 entsprechen, taistichur von mART2.1 und
MARTZ2.2 und nicht ebenfalls von mART1 modifizierénden.
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Abbildung 14: Vergleich von etheno-NAD- und®P-NAD-Markierung in DC2710-Zellen

A Nachweis ADP-ribosylierter Zielproteine mit der $séschen Methode mit ,heiRem* NABR-

NAD) und Autoradiographie: Stabile DC27.10-ART-Tséektanten wurden mit P-NAD (Spuren 1

— 4) inkubiert und nach Behandlung mit Phosphaitidgiitol- spezifischer Phospholipase C (PI-PLC)
lysiert. Die Ganzzelllysate (GZL) wurde in einer &Page aufgetrennt und auf PVDF- und NC-
Membran geblottet, der PI-PLC-Uberstand ist in Abbzu sehen. Links ist die Silberfarbung der
NC-Membran, rechts die Autoradiographie der PVDFRiNean dargestellt. Die Striche markieren
potenzielle ADP-ribosylierte Zielproteine. Spuruhtransfiziert ohné? P-NAD; Spur 2: mART2.1;
Spur 3: MART1,; Spur 4: mMART2R. Nachweis ADP-ribosylierten Zielproteine unter Vendeng
von etheno-NAD und 1G4-Westernblotanalyse: Stdbil®27.10-Transfektanten wurden mit 20uM
etheno-NAD inkubiert und anschlie3end in 1%lgepsidrt. Die Ganzzelllysate wurden im
Westernblot mit dem 1G4-Antikdrper untersucht (tsaargestellt); links die korrespondierende
Silberfarbung. Spurl: untransfizierte Zellen; SBUMART2.2 ohne etheno-NAD; Spur 3: mART2.1;
Spur 4: MART2.2; Spur 5: mART1; Spur 6: hART1
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Die Fraktion der Ganzzelllysate zeigte im 1G4-Blan Vergleich zur
Autoradiographie ein sehr ahnliches Bandenmustbb(A4B). Die 5 Banden, die in
der Autoradiographie in allen Transferasen ers@menassen sich im 1G4-Blot
ahnlich abgrenzen (die Banden 2, 3, 4, 5, 6), zliskterkennt man noch eine Bande
zwischen 3 und 4 (3.1), die ebenfalls von allem$farasen modifiziert wird. Bande
4 der Autoradiographie entspricht wohl zwei Bandeder 1G4-Detektion —namlich
Bande 3.1 und 4. Die Bande 1 aus der Autoradiogeajshh nicht abgebildet, der
entsprechende Bereich ist jedoch durch eine Lidéhian Westernblot Uberlagert.
Die Banden 6.1, 6.2, 7, 10, 11, 12 sind nur inrd&RT2.2-Spur vorhanden. Diese
zusatzlichen Banden entsprechen aber nicht sichelprdteinen, die nur von
MART2.2 modifiziert werden, da es in dieser Spuremer starkeren Beladung
gekommen ist als auf den anderen Spuren- wie inSideerfarbung ersichtlich.
Banden 8, 9, 10 entsprechen mART1, mART2.1und mARTRanden 8.1 und 7.1
sind nur in der hART1-Spur vorhanden, wobei es siélglicherweise bei beiden um
das hART1 handelt. Es kénnte sich um unterschiedjlgkosylierte Varianten von
hART1 handeln. eine von beiden Banden sicher derRTHAentspricht. Durch
Unterschiede in der Glykosilierung liessen sich hobgrweise auch die
Doppelbande 10, 11 in der mART2.2-Spur erklareehgsiauch den Abschnitt 4.5.4
Uber die Automodifikation von ARTS).

In Jurkaf*R™-Transfektanten zeigte sich der Einbau von*#bBRibose in Proteine
zwischen ca. 40 und 200 kDa Groflle (Abb. 15A). ERdn sich 10 Banden
abgrenzen (siehe beschriftete Striche in Abb. 1B.Jer 1G4-Westernblotanalyse
der Jurkd?"R™-Transfektanten zeigten sich 11 spezifische BanihenBereich
zwischen 40- und 200 —kDa (Abb. 15B, Spur2), nebespezifischen Banden, die
sich auch in nicht mit etheno-NAD behandelten Zel({@&bb. 15B, Spur 1) und
untransfizierten mit etheno-NAD behandelten Zelldarstellten (Daten nicht
gezeigt). Bis auf die Bande 8 stimmten die BandemAlitoradiograhie vollstandig
mit den Banden des 1G4-Westernblots tberein. BeiDigppel-Bande 10,11 im
1G4-Westernblot handelt es sich wahrscheinlich a$ WART1, welches hier sehr
prominent erscheint, da die Zellen der Abb. 15BGmgensatz zu den Zellen der
Abb. 15A nicht mit PI-PLC vorbehandelt wurden. B#tfauf, dass die Zielproteine
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in den humanen Jurkat-Zellen eine ahnliche Grof¥&ikeng wie die der murinen
DC27.10-Zellen zeigen. Ob es sich dabei jedoch lwitkum die gleichen
Zielproteine handelt, musste durch weitere Versuctiersucht werden.
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Abbildung 15: Vergleich von etheno-NAD- und®P-NAD-Markierung Jurkat-Zellen

A Jurkat-Zellen wurden transient mit humanem ART hgfiziert und zwei Tage nach der
Transfektion mif? P-NAD inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellert ®i-PLC behandelt und
lysiert. Gezeigt ist die Autoradiographie von Juranzzelllysaten. Die Striche markieren ADP-
ribosylierte ZielproteineB Jurkat-Zellen wurden mit humanem ART1 transfizigie unter A und
anschlieBend mit 20uM etheno-NAD (Spur 2) oder a¢theno-NAD (Spur 1) inkubiert und
anschlieBend geblottet und mit dem 1G4-Antikorpetektiert. In diesem Versuch wurden die Zellen
nicht mit PI-PLC vorbehandelt. Links ist die kopesdierende Silberfarbung dargestellt. Die Pfeile
markieren potenzielle ADP-ribosylierte Zielproteine

Es zeigt sich, dass die Methode der Westernblotaeamit dem 1G4-Antikdrper
vergleichbare Ergebnisse liefert wie die herkdmhdidVlethode mit radioaktivem
NAD. *P-NAD und etheno-NAD scheinen in die gleichen Zietpine der
DC27.10-Zellen eingebaut zu werden, wobei diesdiizelne Zielproteine auch
gezeigt werden konnte (siehe das Beispiel LFA-1(Kmebs et al., 2003) und
humanes CDB8alpha in Abb. 27). Ob es dartber hifduslie unterschiedlichen
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Transferasen spezifische Zielproteine gibt, a6 sinhand der Ganzzelllysate nicht
eindeutig beurteilen. Diese Fragestellung wurdedD?4 und LFA-1 im Abschnitt
4.5.2 anhand von Immunpréazipitationen untersucht.

Ferner ist nicht auszuschliel3en, dass eine Band®esternblot in Wirklichkeit
mehreren Zielproteinen entspricht. Dies kénnte dii&ch 2-D-Gel-Elektrophorese
weiter untersucht werden. Methodisch Il&sst sichr afeststellen, dass die
Zielproteinbanden in den 1G4-Westernblots wesdntlecharfer und besser
abgrenzbar erschienen als bei der Autoradiografdhie.weiterer Vorteil dieses

Assays ist ferner die Erleichterung, nicht radioaktbeiten zu missen.
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4.1.2.2 Vergleich der GPl-verankerten Proteine nach ethéAD-
und®P-NAD Markierung

DC27.10MR™. DC27.10""™L DC27.16""™2.  und Jurkd**™-Transfektanten
wurden mit radioaktiv markierteffP-NAD oder etheno-NAD inkubiert. Vor der
Lyse wurden die Zellen mit PI-PLC behandelt. AbB.zkigt die Gegeniberstellung
von Autoradiographie und 1G4-Westernblotanalyse M&27.10-Zellen. Die
prominentesten Banden waren dabei die Transfersshast (siehe Pfeile in Abb.
16), von denen bekannt ist, dass sie sich selbdifizieren (Karsten et al., 1997).
Der genaue Nachweis der Automodifikation wurde ibbA28 gefiihrt. Bei den
anderen Banden handelt es sich hochstwahrscheinhchnicht GPI-verankerte
Proteine aus den Ganzzelllysaten, da von der GhiBeidentische Banden im

Gesamtzelllysat erscheinen (siehe Abb. 14).
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Abbildung 16: Darstellung von Zielproteinen der ARTs innerhalb der Fraktion der GPI-
verankerten Proteine in DC27.10-Zellen

A Die DC27.10-Zellen aus Abb. 14 wurden nd&cR-NAD-Behandlung mit PI-PLC inkubiert, um die
GPl-verankerten Proteine gesondert zu untersudkechts: Autoradiographie;links Silberfarbung
dargestellt. Spurl: untransfizierte Zellen; SpumZ&RT2.1; Spur 3: MART1; Spur 4: mART2.2.

B DC27.10-Zellen wurden nach etheno-NAD-MarkierurigPt-PLC inkubiert. Der Uberstand
wurde im 1G4-Westernblot untersucht. Die Spurespethen denen in (A)
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Ebenso wurden die PI-PLC-Uberstande von J{RStTransfektanten in
Autoradiographie und 1G4-Westernblotanalyse gegemgdstellt (Abb. 17). Es
zeigte sich eine prominente Bande im Bereich umd46akDa. Andere spezifische

Banden im hochmolekularen Bereich zeigten sichtnich
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Abbildung 17: Darstellung von Zielproteinen der ARTs innerhalb der Fraktion der GPI-
verankerten Proteine in Jurkat-Zellen

A Die Autoradiographie zeigt den PI-PLC-Uberstand wut *P-NAD markierten Jurkat-Zellen.
Links ist die korrespondierene Silberfarbung daigjitsB Der 1G4-Blot zeigt den PI-PLC-Uberstand
von mit etheno-NAD (20uM) vorbehandelten Jurkatietel
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4.1.3 Untersuchung von ADP-Ribosylierung intrans-Stellung

Um die Fragestellung zu untersuchen, ob ARTs Zi¢fne auf benachbarten nicht
ART exprimierenden Zellen modifizieren konnen (ABiosylierung intrans
Stellung), wurden ART exprimierende Zellen und hi&lRT exprimierende Zellen
in mdoglichst kleinem Volumen mit etheno-NAD inkukiieAls Marker fir nicht
ART exprimierende Zellen diente dabei dnLKLF, einsi®énsprotein der DNA-
bindenden Doméane des Transkriptionsfaktors LKLF demn ,green fluorescent
protein® (GFP), welches zu anderen Zwecken in wmeltabor hergestellt worden
war. ART transfizierte Jurkat Zellen wurden mit &lF transfizierten Jurkat-Zellen
gemischt und mit etheno-NAD inkubiert. AnschlieRemagrden Doppelfluoreszenz-
Analysen durchgefiihrt (Abb. 18).

JurkatdnLKLF + jyrkatmArt2.2

. -eNAD

dnLKLF ——»

1G4-aMs-PE >

JurkatdnLKLF + yyrkathArt1

-eNAD +eNAD

dnLKLF —»

1G4-aMs-PE

\

Abbildung 18: Untersuchung vontrans-ADP-Ribosylierung

Jurkat-Zellen wurden transient mit hART1, mART2r&lldnLKLF transfiziert. Die Zellen wurden an
Tag zwei nach Transfektion geerntet. 2,5%*ART transfizierte Zellen wurden mit 2,5*16nLKLF
transfizierten Zellen in 100u1 gemischt und mit i@ ethenoNAD fiir 30 Min bei 37°C inkubiert.
Anschlie3end wurde eine FACS-Anfarbung mit 1G4 alts-PE durchgefiihrt. Das dnLKLF-
Konstrukt fluoreszierte dabei griin (FL-1). Gezésgjein reprasentativer Versuch von dreien.
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Es zeigten sich nach Anfarbung mit dem 1G4 Antikdrpnd PE konjugiertem
Zweitantikorper keine doppelt positiv fluoreszieden Zellen, was dafur spricht,
dass unter den gewahlten Versuchsbedingungen {&2&0en auf 100ul) keine
ADP-Ribosylierung intrans-Stellung fiir die Transferasen mART2.2 und hART1
stattfand. Es ist jedoch nicht auszuschliel3en, dassnter Adhasionsbedingungen,
wie sie z.B. in der immunologischen Synapse vorkemnzu ADP-Ribosylierung

von Proteinen auch auf fremden Zielzellen kommamks.
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4.1.4 Untersuchung von chimaren Varianten aus Maus- und Rtten-ART2

Die Enzymeigenschaften von mART2.2 und rtART2.2etstheiden sich deutlich.
Von mART2.2 ist beschrieben, dass es sich selbdtamuere Zielproteine ADP-
ribosylieren kann, es zeigte jedoch nur eine geriNf\Dase-Aktivitat. RtART2.2
(RT6.2) besitzt hingegen eine ausgepragte NADadeAf. Die ADP-
Ribosylierung fremder Zelloberflachenproteine ke@nnicht beobachtet werden, es
zeigte sich jedoch eine Auto-ADP-Ribosyltransfesksgitat (Karsten et al., 1997).
Tabelle 3 gibt eine Ubersicht tber die Eigenscimatter verschiedenen ARTs und

der chimaren Konstrukte im Vergleich.

Transferase »Allo“- Glykohydrolase- Auto- Immunpréazipitation
modifikation Aktivitat modifikation mit Nika102
MART2.2 + - + +
RT6.2/rtART2.2 - ++ +
NOD/DA - ++ + -
DA/NOD + - + +

Tabelle 3: Ubersicht (iber die verschiedenen Eigenisaften von mART2.2, RT6.2 und der
chimére Varianten NOD/DA und DA/NOD. Als ,, Allo“-Modifikation (gr. fremd) wurde hier im
Gegensatz zu Automodifikation die Modifizierung vdielproteinen bezeichnet, die nicht der ART
selbst entsprechen.

Um die Fragestellung zu untersuchen, ob sich dierischaft von ARTs veréandert,
wenn man Teile des Enzyms austauscht, waren chivgiienten aus Ratten RT6
(tART2.2) und mART2.2 kloniert worden (Karsten, 999. Beim Konstrukt
.NOD/DA" wurde der N-terminale Teil des mART2.2 gpringlich kloniert aus
einer NOD Maus) und der C-terminale Teil des RTi&tlinglich kloniert aus einer
DA-Ratte), im Konstrukt ,DA/NOD“ der N-terminale Tfevom RT6 und der C-
terminale Teil vom mART2.2 fusioniert (siehe Ab®)1 In der oben erwéhnten
Dissertationsschrift von Stefan Karsten war gezeigtden, dass der C-terminale
Teil des mMART2.2 die ADP-Ribosyltransferase-Akéienthalt, ebenso wie der C-
terminale Teil des rtART2.2 die NADase-Aktivitattkalt.
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Abbildung 19: Schematische Darstellung der chiméaretKonstrukte aus Ratten ART2.2 (RT6.2)
und Maus ART2.2

Mit der neuen Methode der 1G4-Westernblotanalysgained nun die Mdglichkeit,
die zum Teil bereits beschriebenen und zum Teitybesten Eigenschaften dieser
chimaren Varianten genauer und vervollstandigenduiersuchen ((Haag et al.,
1995; Karsten et al., 1997)).

In der FACS-Untersuchung zeigte sich in beiden éném Varianten eine ADP-
Ribosylierung von Oberflachenproteinen (Abb. 20grap Teil). Die Expression
wurde durch M2-Farbung nachgewiesen (Abb. 20, enteeil).
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Abbildung 20: Darstellung der etheno-ADP-ribosylieung von DC27.10°°P* und

DC27.16*N°° im FACS

Stabil transfizierte DC27.10-Zellen wurden ohnes{gehelte Linie) oder mit 100uM etheno-NAD
(durchgezonene Linie) inkubiert und anschlieRendemiem 1G4-FITC Antikdrper angefarbt (obere
Abbildungen). Die Expression der Konstrukte wurdedem anti-Flag spezifischen Antikbrper M2
und PE konjugiertem Zweitantikbrper dargestelltéua Abbildungen).

Um die Fraktionen der Ganzzelllysate und die derl-w&Pankerten Proteine
gesondert zu untersuchen, wurden die Zellen vorLgese mit PI-PLC behandelt
(s.0.). Im Ganzzelllysat aus DA/NOD-Transfektantand sich ein dem mART2.2
ahnelndes ADP-Ribosylierungsmuster. In NOD/DA-Tfak&anten hingegen zeigten
sich keine ADP-ribosylierten Proteine im Ganzzsliy (Abb. 21A). Per
Immunpréazipitation konnte das bereits als Zielgroten mART2.2 bekannte LFA-
1 auch als Zielprotein der DA/NOD-, nicht jedochr d¢OD/DA-Transfektanten
nachgewiesen werden (siehe Abb. 21B). In der Foakiler GPIl-verankerten
Proteine zeigten sich bei beiden chimaren Variameminente Banden um ca.
40kDa, fur NOD/DA bei ca. 39 kDa, fur DA/NOD ca.ild kDa (siehe Pfeile in
Abb. 21C), die sehr wahrscheinlich den automodifien ARTs entsprechen. Somit

besitzen beide chimaren Varianten, wie beschriebdie Fahigkeit zur
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Automodifikation. Abb. 21D zeigt eine Immunprézgiibn mit dem mART2.2
spezifischen Antikérper Nika 102. Dieser prazipteenur die Variante DA/NOD,
womit sich das Epitop, welches er erkennt, aufGherminale Halfte des mART2.2
lokalisieren lasst.

Mit Hilfe von PI-PLC-Verdau und 1G4-Westernblotaysd lie3 sich so die
Unterscheidung zwischen Automodifikation und , Allodifikation* gut untersuchen

und die Ergebnisse von Karsten et al. konnten tgistéerden.
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Abbildung 21: Darstellung der Zelloberflachen ADP¥ibosylierung von DC27.10'°°™* und
DC27.1“N°P im Westernblot

Die chiméaren Varianten NOD/DA und DA/NOD wurdentstan DC27.10-Zellen transfiziert. In
Spur 1 wurden jeweils NOD/DA-Transfektanten, in Spuvurden DA/NOD-Transfektanten
verwendetA Rechts dargestellt ist eine 1G4-WesternblotanalgseGanzzelllysaten nach
Behandlung der Zellen mit 100 uM etheno-NAD undPRE. Links abgebildet ist die
korrespondierende Silberfarburig)Dargestellt ist eine Immunprazipitation mit demA-E
spezifischen Antikbrper M17-4 aus den Zelllysataa A; Die Detektion des Westernblots erfolgte
mit dem 1G4-AntikorperC Dargestellt ist eine 1G4-Westernblotanalyse, @ie BlI-PLC-Uberstand
aus A zeigtD Spur 1 und 2 zeigen Immunprazipitate mit dem mARTEDezifischen monoklonalen
Antikorper NIKA102 (aus den PI-PLC-Uberstanden Gu#énschlieRend erfolgte eine
Westernblotanalyse mit dem 1G4-Antikdrper.
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4.1.5 Untersuchung der Wechselwirkung zwischen CD38 und RTs in cis-

Stellung

ADP-Ribosylzyklasen, wie z.B. die membranstandigektoenzyme CD38 und
CD157, verwenden ebenso wie ARTs NAD als Substnétdem Unterschied, dass
sie nach der Freisetzung von Nikotinamid die Bilglueiner intramolekularen
Bindung katalysieren, die in zyklischer ADP-Rib@sADPR) resultiert (Abb.22).

N
"\fg’)i\mn CADPR

Abbildung 22: Schematische Darstellung der ADP-Cyelse-Reaktion, die durch CD38
katalysiert wird

Der Ribose-Rest der ADP-Ribose wird dabei auf dasAftdim vom Adenin
Ubertragen (Yamamoto-Katayama et al.,, 2002). Damebesitzt CD38 eine
Glykohydrolaseaktivitat (oder auch NADase-Aktivjtéatie jedoch wesentlich starker
ausgepragt ist als bei ARTs. Die dramatische Reéalulder NADase-Aktivitat in
CD38" Mausen spricht dafir, dass CD38 die dominierend®a$e in den meisten
murinen Geweben wie Lymphknoten, Milz und Knocherkist (Partida-Sanchez et
al., 2001).

Um Wechselwirkungen zwischen diesen beiden NAD-bwisierenden Enzymen
zu untersuchen, wurde ADP-Ribosylierung in Abhakeig von der CD38-
Expression untersucht. Dazu wurden zwei unterstbied Jurkat-Varianten durch
Subklonierung und Sortierung am FACS etabliert,ailiee starke und eine schwache
CD38 Expression zeigten (genannt CH3ashd CD3&, Abb. 23.A). CD38- und
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CD38°-Zellen wurden transient mit hART1 transfiziert undch Inkubation mit

etheno-NAD im FACS mit 1G4 angefarbt. Die J¥@ellen zeigten dabei nach
Inkubation mit unterschiedlichen Konzentrationem vetheno-NAD eine starkere
Oberflachen-ADP-Ribosylierung als die J¥@ellen (Abb. 23C). Um Unterschiede
in der Transfektionseffizienz auszuschlieRen wurdienZellen zusatzlich mit einem
Expressions-Konstrukt fur das ,enhanced green dswent protein® (eGFP)

cotransfiziert (Abb. 23B). Dabei zeigte sich, ddss Transfektionseffizienz in den
CD38"-Zellen sogar starker war als die der CB&&llen. Somit war die starkere
1G4-Anfarbbarkeit der CD#8Zellen nicht mit eventuell unterschiedlicher

Transfektionseffizienz zu erklaren.
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Abbildung 23: Interaktion von hART1 und CD38 in cis-Stellung
Jurkat Tet On Zellen wurden durch Subklonierung BA€S-Sortierung in Varianten mit starker und
geringer CD38 Expression selektioniert: Cl3thd CD38'. Diese Varianten wurden transient mit
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hART1 transfiziert und zwei Tage nach Transfektigib verschiedenen Konzentrationen von etheno-
NAD inkubiert und anschlieBend mit dem 1G4-Antiké&rpind PE markiertem Zweitantikdrper im
FACS angefarbtA Doppelfarbung mit CD38 spezifischem Antikorper (B\Rirekt markiert) und
1G4-PE-Markierung bei 100uM etheno-NAD-KonzentnatiDie Zahlen re. oben geben die mittlere
Fluoreszenzintensitat beztglich der 1G4-Anfarbbineke B Kotransfektion mit einem Expressions-
konstrukt fur ,,green fluorescent protein (GFP) Kisntrolle fur die Transfektionseffizienz bei

100uM etheno-NAD-Konzentratio& Mittlere Fluoreszenzintensitat der 1G4-Anfarbung in
Abhanigikeit von der etheno-NAD-Konzentration..

Diese Ergebnisse zeigen, dass CD38 die ADP-Rilmysylg von Zielproteinen in
cis-Stellung hemmt. Die wahrscheinlichste Erklarungerfiir ist die direkte
Konkurrenz von CD38 und hART1 um das Substrat NAese Beobachtungen
erklaren auch Schwierigkeiten bei dem Nachweis WIDP-Ribosylierung im
Westernblot. Dieser gelang fifP-NAD nur fir CD38-Zellen (5 Versuche mit
CcD38"-Zellen zeigten keinen Einbau ADP-ribosylierter tioe). Auch die gute
Anfarbbarkeit der DC27.10-Zellen lasst sich mit deringer Expression von CD38
auf diesen Zellen plausibel erklaren. Analog daaonke von unserer Arbeitsgruppe
(Christian Krebs) an Maus-Lymphozyten gezeigt werddgass CD38 positive B-
Zellen die etheno-ADP-Ribosylierung von T-Zellerclin trans-Stellung inhibieren
(Krebs et al., 2005).
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4.2  Zielproteine der ARTs

4.2.1 Etheno-ADP-ribosylierung von LFA-1, CD44 und CD45

Eine haufig verwendete Methode zur Darstellung ¥eelproteinen der ARTs war
die Markierung von Zellen mit radioaktivem NAB’R-NAD), Immunprézipitation
des vermuteten Zielproteins und anschlie3ende Adiographie. Verschiedene
Zielproteine wurden so identifiziert unter anderdtRA-1, CD44 und CD45
((Nemoto et al., 1996), (Okamoto et al., 1998)). @muntersuchen, ob die 1G4-
Westernblotmethode geeignet ist, Zielproteine v&tira darzustellen, wurden diese
bekannten Zielproteine nach etheno-NAD-Markierungmunprézipitiert und im
1G4-Westernblot untersucht. Es zeigten sich Bandi®, den flr die Proteine
beschriebenen molekularen Grél3en entsprachen whdo$ine Hintergrund klar
abgrenzten (Abb. 24).
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Abbildung 24: Darstellung der Zielproteine LFA-1, CD45 und CD44 mittels
Immunpréazipitation und 1G4 Westernblotanalyse
DC27.10"™R"2Z pC27.10""™. und DC27.106*"™-Transfektanten wurden mit 100puM etheno-NAD
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(MART2.1) oder 20uM etheno-NAD (mMART2.2, mART1) itdiert und anschlieBend lysiert. Die
Lysate wurden mit monoklonalen Antikérper gegen EEAM17/4, Ratte anti-Maus CD11a), CD44
(Ratte anti-Maus CD44-PE) und CD45 (Ratte anti-M@D2l5-PE) immunprazipitiert und
anschlielend im Westernblot mit dem 1G4 Antikdgbetektiert. Die Pfeile markieren die Hohe der
detektierten Proteiné Untransfizierte Zellen (Spur 1) und mART2.1-Tratlnten ( Spur 2),
100uM etheno-NADB Spur 1: mART1-Transfektanten ohne etheno-NAD; SpunmART.1-
Transfektanten mit 20uM etheno-NAD;mART2.2-Transfektanten prazipitiert mit Antikérper
gleichen Isotyps, der ein irrelevantes Antigen erit€anti-11-2). Spur 2: mART2.2-Transfektanten
mit 20uM etheno-NAD;
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4.2.2 Etheno-ADP-Ribosylierung von LFA-1 und CD44 durch
unterschiedliche ARTs

Die Zielproteinspezifitdt unterschiedlicher Tramafen wurde an den Proteinen
LFA-1 und CD44 untersucht. Es zeigte sich in allemtersuchten DC27.10-
Transfektanten (MART1, hART1, mART2.1 und mART2)e Markierung beider
Ketten von LFA-1 (Abb. 25). mART2.1 und mART2.2 gigin eine ahnlich starke
Markierung beider Ketten, wobei beim mART2.1 fiiette starker als die-Kette
markiert erschien, im Gegensatz zu ahnlich statk@nsitat der beiden LFA-1-
Ketten beim mART2.2 und mARTL1.
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Abbildung 25: ADP-Ribosylierung von LFA-1 durch unterschiedliche ARTs

Verschiedene DC27.10-Transfektanten wurde mit 10@tiMno-NAD (mMART2.1 und mART2.2)
oder 20uM etheno-NAD (mART1 und hART1) inkubierduanschlie3end lysiert. Nach
Immunprazipitation mit dem monoklonalen anti-LFAAIHiIkdrper M17-4 erfolgte die Detektion des
Westernblots mit dem 1G4-Antikorper. Die Pfeile kiaren die Hohe dex- und3-Kette des etheno-
ADP-ribosylierten LFA-1. Links sind die korrespoadiénden Silberfarbungen dargestellt. Der
gezeigte Vergleich zwischen humanem und Maus ARptasentiert einen von drei Versuchen.
Spurl: Untransfizierte DC27.10-Zellen; Spur 2: DA®PR™L Spur 3: DC27.1%7"%2 Spur 4:
DC27.10"R™: Spur 5: DC27.18R™
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Das hARTL1 erschienen im Vergleich zu mART1 hingegehwacher modifiziert
und es zeigte sich eine starkeren MarkierungodKette im Verhaltnis zup-Kette.
Auch CD44 konnte als Zielprotein aller untersuchieransferasen (mART1,
MART2.2, hART1) nachgewiesen werden (Abb. 26), woltke Banden
unterschiedliche Intensitdten zeigten (in zunehraerstarke: mART1, hARTL,
MART2.2). Auch hier fallt eine schwéachere Modifiket durch hART1 auf,
obgleich in der Silberfarbung eine starkere Prdieiadung des Gels zu erkennen ist
(Abb. 26, Spur 3).
Diese Versuche kdnnten darauf hinweisen, dassctiwé&chere Transferaseaktivitat
von hART1 durch eine geringere Spezifitat von hARlildie Mausproteine LFA-1
und CD44 bedingt ist.
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Abbildung 26: ADP-Ribosylierung von CD44 durch unteschiedliche ARTSs.

Verschiedene DC27.10-Transfektanten wurden mit 2@tiMno-NAD inkubiert und anschlieend
lysiert. Nach Immunprazipitation mit einem monolkdten CD44-spezifischen-Antikdrper erfolgte die
Detektion des Westernblots mit dem 1G4-Antikorémks die korrespondierende Silberfarbung.
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4.2.3 ADP-ribosylierung der a-Kette von humanem CD8

Wie in der Einleitung bereits dargestellt, deuteErgebnisse von Wang et al. im
Maussystem darauf hin, dass sich die TCR-Signaithaktion durch ADP-
Ribosylierung von CD8 hemmen lie3 (Wang et al.,6)9®Da ART-Aktivitat im
Kontext des Immunsystems auf menschlichen neuti@phiGranulozyten
nachgewiesen werden konnte (Kefalas et al., 1%9%¢hien es interessant die ADP-
Ribosylierung von humanem CD8 zu untersuchen. A& zeigt in Spur 1 eine
Autoradiographie %?P-NAD  behandelter  Jurk4f™-Transfektanten.  Nach
Kotransfektion mit den-Kette von humanem CD8 zeigte sich eine weiteredBan
bei ca. 30 kDa (Abb. 27A Spur 2), die mit der enregten Grél3e von humanem
CD8a Ubereinstimmte. Eine Immunpréazipitation mit ein€d8a spezifischem
Antikorper nach etheno-NAD-Markierung und 1G4-Waesitdéotanalyse konnte
dieses Ergebnis bestatigen (Abb. 27B, Spur 2).

A B
1 2 1 2 12
191-
191~
64 —
51 - 64—
39 - 5l -
28 _ -+ o 39—
28— - <
19 = 19 =
14 14
Silberfarbung Autoradio- Silberfarbung Blot: 1G4
graphie '

Abbildung 27: ADP-Ribosylierung von CD8-alpha durchhART1

A Jurkat-Zellen wurden transient entweder mit hARili&ine transfiziert (Spur 1) oder zusatzlich mit
dera-Kette von humanem CD8 kotransfiziert (Spur 2), amei Tage nach der Transfektion
untersucht. Dabei wurden die Zellen mit 10 {®-NAD markiert und anschlieBend lysiert. Rechts
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dargestellt ist die Autoradiographie, links diefempondierende Silberfarburigj.Jurkat-Zellen
wurden transfiziert wie unter A. AnschlieRend wurdke Zellen mit 20uM etheno-NAD markiert.
Immunprazipitate mit einem monoklonalen Antikdrgegen CD8: (Ratte anti-Maus CDBPE)
wurden mit dem 1G4-Antikorper detektiert. Spur @r mit hART1 transfizierte Zellen; Spur 2: mit
hART1 und CD@& transfizierte Zellen; li. ist die korrespondiererfilberfarbung dargestellt.

Die a-Kette des humanen CD8 erwies sich somit in vitt® Aelprotein von
humanem ART1. Ob es in vivo ebenfalls zu ADP-Rilliesyng von CD8 kommt,
und ob dieser Modifikation Bedeutung im Kontext desnschlichen Immunsystems

zukommt, mussen zukunftige Experimente zeigen.
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4.2.4 Verschiedene ARTSs besitzen Auto-ADP-Ribosyltransferseaktivitat

Die Fraktion der GPIl-verankerten Proteine konntercldu Inkubation ART
exprimierender Zellen mit PI-PLC untersucht werdBabei fand sich in den mit
3P_NAD oder etheno-NAD markierten Zellen jeweilseejrominente Bande (siehe
Abb. 28A). Mittels anti-Flag spezifischer Detektiomn Westernblot konnte
nachgewiesen werden, dass es sich bei diesen Banoen die ADP-
Ribosyltransferasen selbst handelte, die auto-Aib&syliert wurden (Abb. 28B).
Dabei zeigten die einzelnen Transferasen spezdisatdRen: Fir mART2.2 ca. 30
kDa, mART2.1 ca. 40 kDa, mART1 ca.45 kDa. Die Tfaressen mART2.1 und
MART2.2 zeigten deutliche Unterschiede in ihresdahlichen Grol3e, trotz nur sehr
geringfigiger Unterschiede in ihrer anhand der wosaure-sequenzen
vorhergesagten GroRRe. Die errechnete Grol3e be#ru80ckDa und ergibt sich aus
28 kDa fur das mART2.2/mART2.1 und 1,2 kDA fir delnAG-tag. Eine mogliche
Erklarung kénnte in dem unterschiedliche Glykosvimgsverhalten der beiden
Transferasen liegen. Interessanterweise zeigteisieiner Immunprazipitation mit
gegen MART2.2 gerichteten Antikdrpern in EL4-Zelleme andere Grol3e im
Westernblot, ndmlich von 45 kDA (Siehe Dissertatgarah Kahl (kahl, 2002)S.67).
Dies kdnnte daflr sprechen, dass unterschiedliciinfen Unterschiede bei der
Glykosylierung von mART2.2 zeigen. Auch Immunprétaponen mit dem fir
MART2.1 und mART2.2 spezifischen monoklonalen Adrgder A53/ALI (Abb.
28C) und mit dem FLAG spezifischen Antikorper M2b@A 28D) konnten diese

Ergebnisse bestatigen.
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Abbildung 28: Automodifikation von ARTs

A Verschiedene DC27.10-Transfektanten wurden mit2@theno-NAD inkubiert (entspricht Abb.
16B.). AnschlieBend wurden die Zellen mit PI-PL&uhiert und im 1G4-Westernblot untersucht.
Spur 1:untransfiziert; Spur 2: mART2.1 ; Spur 3: RIAL; Spur 4: mART2.B Der Blot mit den PI-
PLC-Uberstanden aus A wurde gestrippt und mit dég-Bpezifischen monoklonalen Antikérper
M2 detektiert.C Es wurden Immunprazipitationen mit dem fir mARTArid mART?2.2 spezifischen
monoklonalen Antikérper AS3/ALI durchgefiihrt. Dieei2ktion im Westernblot erfolgte mit dem
1G4-Antikérper. Spull: DC27.16"R™1 ohne etheno-NAD; Spur 2: DC27™8 ™ mit etheno-

NAD; Spur 3: DC27.19*R""22 mit etheno-NADD DC27.10“R"?LTransfektanten wurden mit 20uM
etheno-NAD markiert und anschlieBend lysiert. Eslgte ein Preclearing mit Protein-G-Sepharose
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(Spur 1) und anschlieRend eine Immunpréazipitatidrdem M2-Antikorper (Spur 2). Der Uberstand
der ersten Immunprazipitation wurde anschlieeneifie zweite Immunprézipitation verwendet
(Spur 3).E Verschiedene DC27.10-Transfektanten wurden in 18pdLysepuffer aufgenommen
und fur 30 Min. auf Eis inkubiert (Standard-Lysighe Material und Methoden). Nach Zentrifugation
wurde das Pellet erneut in Lysepuffer resuspendigdtfir 30 Min. bei 37°C inkubiert. Mit den
Proben wurde ein 1G4-Westernblot durchgefiihrt. 3p@C27.10""™: Spur 2: DC27.10-
Zellen™"™: Spur 3: DC27.10-ZelléW®™% Spur 4: DC27.10-Zellé¥*™%, Spur 5: DC27.10-

Zelled™ ™2 ghne etheno-NAD;

Eine weitere Methode zur separaten UntersuchungFdaktionierung der GPI-
verankerten Proteine stellt die sequentielle Lyse Dabei wurden die Zellen zuerst
30 Minuten bei 4°C auf Eis lysiert. AnschlieBendreidas Pellet resuspendiert und
fur 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Die in den Raltkalisierten, GPI-verankerten
ARTs gehen zum grofR3en Teil durch das 4°C-Lysevesfammicht in Losung. Erst
nach dem zweiten Schritt, der Resuspendierung BEC,3werden die GPI-
verankerten Proteine solubilisiert und die verstdieen ARTs erscheinen in dieser
Fraktion (Abb. 28E). Dabei fallt auf, dass in dguBder hART1-Transfektanten im
Gegensatz zum mART1 zwei Banden bei ca. 40 undD&béecscheinen. Die zweite
Bande kbnnte mdglicherweise einem anders glykasgiiehART1 entsprechen.

In dem analogen Experiment in Jufk&{-Transfektanten zeigte sich eine 40 kDa
grofl3e breit erscheinende Bande, die mdglicherwehsafalls der hier beobachteten
Doppelbande entsprechen konnte (siehe Abb. 17).d8ei in diesem Versuch
verwendeten Konstrukt (pTRE, siehe Material undhdden) in den Jurkat-Zellen
wurde kein Flag-Tag verwendet, so dass es unwatirdh erscheint, dass die
Automodifikation in Zusammenhang mit dem Flag-Ttehs

Ob die Auto-ADP-Ribosylierung der eukaryotischenTsRn vivo vorkommt und ob
die Enzymfunktion dadurch beeintrachtigt wird, viad3. bei bestimmten Kinasen

beschrieben, ist bisher ungeklart.
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4.2.5 ldentifizierung neuer Zielproteine mittels Nano-Eletrospray-

Massenspektroskopie

Ziel des Experimentes war es, durch Anreicherungerei-ADP-ribosylierter
Zielproteine in ausreichender Quantitat und Quiakiie massenspektroskopische
Bestimmung von ART-Zielproteinen zu erreichen. Dagurden 1,2*18 murine
DC27.16%">2.Zellen fur 30 Minuten bei 37°C mit 20pM etheno-NAdkubiert und

in 1% lgepal auf Eis lysiert. Nach Immunprazipsatimit dem 1G4-Antikorper und
anschlieBender SDS-Page und Proteinfarbung im Gebrfiassie) wurden funf

Banden aus dem Gel ausgeschnitten.

A B
1 9191 s
:
‘31: Identifiziertes Protein | Pubmed: Pepdid
59 Bande 1 DEC-205 AAAB80211
64 - . Bande 2 | Keratinartefakte
Bande 3 | Neuropilin-1 BAA08789
51— Bande 4 | B2-Integrin P11835 2
Bande 4 | Heat shock protein | P11499 3
39- 90-beta (Hsp 84)_
Bande 5 | Heat shock protein 70  P63017 |7
L
28— Bande 5 | gPra0 envelope AAC54626 | 1
19 _ polyprotein
14—
Blot 1G4

Abbildung 29: Massenspektroskopische Analyse von Mslmmunpréazipitaten
1,2*10>-DC27.16%™?2 Zellen wurden fiir 30 Minuten bei 37°C mit 20uM elo-NAD inkubiert und

in 1% Igepal auf Eis lysiert. Die Zellen wurden idrel mit PBS gewaschen. AnschlieBend wurde
eine Immunprazipitation mit dem 1G4-Antikérper (@ an Aminolink-Matrix gekoppeltem 1G4-
Antikorper) durchgefiihrt. Nach SDS-Page und Prédeiung (Coomassie) wurden funf Banden
direkt aus dem Gel ausgeschnitten. AnschlieBendevuein in Gel-Trypsin-Verdau und eine Nano-
Elektrospray-Massenspektroskopie durchgefuhrt ésieh Material und Methoden).
A Dargestellt ist ein Aliquot der fur die Massendpegkopie verwendeten Proben, welches auf dem
selben Gel parallel dazu im Westernblot mit 1G4 imdetektiert wurde. Die Hoéhe der
korrespondierenden aus dem Coomassie-Gel ausgttenobni Banden ist durch Pfeile auf dem
Westernblot dargestellB Links sind die nach Proteindatenbankrecherchetifidig@erten Proteine,
rechts die Anzahl der per Massenspektroskopie gefuen Peptide, tabellarisch dargestellt.
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In Kooperation mit dem Institut fur Zellbiochemieesd UKEs wurde eine Nano-
Elektrospray-Massenspektroskopie durchgefuhrt. ABBA zeigt einen parallel
durchgefuhrten Immunoblot von einem Aliquot der flie Massenspektroskopie
verwendeten Proben mit dem 1G4-Antikorper. Die éldler aus dem Coomasiegel
ausgeschnittenen Proteinbanden ist durch Pfeildigsem Immunoblot markiert.
Anhand der in der Massenspektrometrie detektie@bgopeptide konnten mittels
Suche in der Proteindatenbank sechs Proteine fdenti werden: Bande 1: DEC-
205; Bande 3: Neuropilin-1; Bande 4: das bereg<Za&lprotein bekannt@,-Integrin
(CD18) und Hsp 90; Bande 5: Hsp 70 und das gPr8@lepe protein des Mause-
Leukdmie-Virus (MuLV). In Abb. 30 sind die durch MS-Massenspektroskopie
identifizierten Oligopeptide in das Gesamtprotaweils fett markiert eingetragen.
Von den sechs identifizierten Proteinen entsprachewmr vier Proteine
Zelloberflachenproteinen, die als mdgliche Zielpno¢ der ARTs in Betracht
kommen: DEC-205, Neuropilin-B,-Integrin und das virale envelope protein. Das
Bo-Integrin aus dem LFA-1 (siehe Abb. 24), kann absitvkontrolle der Methode
angesehen werden. Die Ubrigen intrazellularen Pwtkdnnten in Komplexen mit
Zielproteinen der ARTs vorgelegen haben und so &mpitiert worden sein.
Beispielsweise wurde ein mit dem P2X7-Rezeptor agster Proteinkomplex
beschrieben, der unter ander@glntegrin, Hsp 70 und Hsp 90 enthalt (Kim et al.,
2001). Die Mdoglichkeit der ADP-Ribosylierung intedlularer Proteine nach der
Lyse, ist unter den gewahlten Versuchsbedingungén gnwahrscheinlich, da die
Zellen vor der Lyse mehrmals gewaschen wurden ondtslas Substrat der ARTS
etheno-NAD nach der Lyse nicht vorhanden war.

Da sich unter diesen Bedingungen nicht alle bidkeltannten Zielproteine (z.B.
CD45, CD 44, CD43, P2X7) identifizieren lie3en, obint es sinnvoll, die
Methodik weiter zu optimieren, um andere mdoglicheloteine zu identifizieren.
Im Rahmen dieser Arbeit wurden Versuche durchgéfiale Bindung etheno-ADP-
ribosylierter Proteine an eine 1G4-Sepharose-Saitletheno-Adenosin zu eluieren,
um Zielproteine anzureichern. Eine hinreichende efairerung fir eine

massenspektroskopische Auswertung gelang hiergedcich nicht.
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Abbildung 30: Aminosauresequenz der durch Nano-Elefkospray-Massenspektroskopie
idenzifizierten Proteine; fett markiert sind dabei die durch Massenspektrpgkmlentifizierten
Oligopeptide
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4.2.6 Bestatigung von DEC-205 als Zielprotein von ARTSs ntiiels

Immunpréazipitation

Eine FACS-Anfarbung mit einem DEC-205-spezifisch&ntiserum zeigte, dass
DEC-205 auf DC27.10-Zellen zu 100% exprimiert wi(Abb. 31B). Durch
Immunpréazipitation mit einem DEC-205-spezifischemtiserum und anschliel3ender
Immundetektion mit dem 1G4-Antikérper aus DC27M6! - Transfektanten zeigte
sich eine 200 kDa grol3e Bande, die der beschrieb@atekularen Grofie des DEC-
205 entsprach. (Abb. 31A, Spur 2). In Spur 1 erkenan im 1G4-Immunprazipitat
eine abgrenzbare Bande in korrespondierender GN#eopilin-1 konnte ebenfalls
in unserer Arbeitsgruppe als Zielprotein der AREsthtigt werden (Daten nicht
dargestellt). Die Bestatigung fur das envelopeenotls Zielprotein der ARTs steht
noch aus.

A L 2 B

B S LI —

3
4 -
5% 64—
' DC27.10
51— ] ;r:
39- 10
28 - oy
19_ et
14—me:: 0000 — + aRtPE
—— +aDEC +aRt PE
Blot 1G4

Abbildung 31: Bestatigung von DEC-205 als Zielprotim der ARTs
DC27.10™R ™. Transfektanten wurden mit 20uM etheno-NAD und 1ADPR inkubiert.
AnschlieBend wurde eine Immunprézipitation mit eil@EC-205 spezifischen Hybridom-Uberstand
durchgefiihrt. Die Detektion erfolgte mit 1G¥.Spur 1: entspricht Abb. 29A, Spur 2:
Immunpréazipitation mit einem DEC-205 spezifischeybtidom-Uberstand aus DC27.195™%-
TransfektantenB FACS-Darstellung der Expression von DEC-205 auRDT0-Zellen. Die
gestrichelte Linie entspricht einer Negativkongdlhur Zweitantikérper). Die durchgezogene Linie
zeigt die Anfarbung mit dem primaren Antikorper ggdEC-205 und dem sekundaren PE
konjugierten Zweitantikbrper
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Weitere Experimente sind nétig, um zu klaren, agseiProteine auch in vivo ADP-
ribosyliert werden, ob es dadurch zur Beeinflusswigtiger zellularer Funktionen
kommt, oder ob bereits beschriebene Effekte der -Rif®sylierung von
Zelloberflachen-Proteinen durch die Modifikationesker Proteine erklart werden
konnen. Es wéare des Weiteren interessant zu uctexay ob es auf dendritischen
Zellen in vivo im Rahmen der immunologischen Synapse zu einer ADP-
Ribosylierung von DEC-205 und Neuropilinih trans kommt. Des Weiteren
erscheinen funktionelle Untersuchungen uber deffiuss der ADP-Ribosylierung

des Neuropilins auf T-Zellen sehr erfolgversprechen
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4.3 Interaktionen  zwischen  ADP-Ribosylierung und  Tyrosn-
phosphorylierung

4.3.1 Interaktionen zwischen Zielproteinen von ARTs und Tyrosinkinasen
in DC27.10-Zellen

Eine Immunprazipitation von DC27.1%">LTransfektanten mit dem
Phosphotyrosin-spezifischen Antikorper 4G10 und  chie3ende
Westernblotdetektion mit dem 1G4 Antikdrper zeigiee Bande bei ca 80 kDa
(Abb. 32B, Spur 1). Nach Behandlung der Zellen detn Phosphatase-Inhibitor
Natrium-Ortho-Vanadat (Pervanadat) kam es zu stakkeeicherung dieser Bande
und es erschienen zwei weitere Banden bei ca. %) &Bwie bei ca. 83 kD (Abb.
32B, Spur 2). Eine Immunprazipitation mit dem 1Gdtikorper und anschlie3ende
Detektion mit dem Phosphotyrosin-spezifischen Airjiler RC-20 zeigte eine Bande
bei ca. 80 kDa (Abb. 32C, Spur 2) nach Pervanatatimiung.

A B C D
: : . IP: 1G4
IP: aPy IP: aPy Y IP: 1G4 und aPy
1 2 1 2 1 2 1 2
101 191-
191- B ﬂ 191~
64 - = — - -
64 — - 64 — 64 —
51 — 51- <+ 51- 51 -
_ 39-
39 - 39 — 39 —
28_ 28—
28 — 28 —
_ 19- 19 - 19 _
.;I'Q— 14~ 14 — 14 ~
Blot: aPy Blot: 1G4 Blot: aPy 1: Blot: aPy
(RC20) (RC20)
2: Blot: 1G4

Abbildung 32: Interaktionen zwischen ARTs und Tyrosnkinasen in DC27.10-Zellen
DC27.10"R™LTransfektanten wurden mit 20pM etheno-NAD inkubierd anschlieRend mit
Pervanadat behandeXf.- C: Spur 1 zeigt jeweils ohne, Spur 2 zeigt jeweilsPervanadat
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behandelte ZellerA Immunpréazipitation und Detektion mit dem Phosphagym-spezifischen
Antikorper 4G108 Immunprazipitation wie in Aind Immundetektion mit dem 1G4-Antikorper. Bei
den Banden um ca. 25 kDa handelt es sich um urigoée Hintergrundbanden, die auch in
untransfizierten Kontrollen auftauchten. Die Pfeilarkieren ca. 80 kDa, ca. 83 kDa ca. 50 kDa grof3e
Proteine C Immunprazipitation mit dem 1G4-Antikdrper und Imnaetektion mit dem

monoklonalen Phosphotyrosin-spezifischen AntikOiR€R0 (Verdinnung: 1 :2500). 1G4-
Immunpréazipitate wurden in SDS- und DTT-haltigeniféu(siehe Material und Methoden) fir 6 min
bei 90° gekocht und anschlie3end mit Lysepuffedirent. Danach wurde eine zweite
Immunprazipitation mit dem 4G10-Antikérper durchigiett. Diese 4G10-Prazipitate wurden in Spur
1 und 2 der SDS-PAGE geladen. Spur 1 zeigt eineuna®tektion mit dem Phosphotrosin-
spezifischen Antikbrper RC20; Spur 2 zeigt eine umaetektion mit 1G4.

In einer doppelten Immunprazipitation sowohl mitrd&G4-Antikdrper als auch mit
dem 4G10-Antikérper nach Vorbehandlung der Zelleit etheno-NAD und
Pervanadat zeigte sich im 1G4- und im RC20-WesletiiBbb. 32D, Spur 1 und 2)
eine Bande bei ca. 80 kDa. Diese Befunde deuteniautxistenz eines ca. 80 kDa
groBen Transmembranproteins auf DC27.10-Zellen Wwilches extrazellular von
ARTs und intrazellular von Tyrosin-Kinasen modiéigi wird. Bei den Banden um
ca. 50 kDa und 83 kDa (Abb. 32B, Spur 2) kénntesieh um ADP-ribosylierte
Proteine handeln, die mit Tyrosin-phosphorylief®otein interagieren und deshalb
vom 4G10-Antikdrper coprazipitiert wurden.

Abb. 33 gibt einen schematischen Uberblick (ber dierschiedenen

Interaktionspartner von ARTs und TyrosinkinaseD®2710-Zellen.

P80 P83

A
A PE:O

V' ADP-Ribose

Phosphotyrosin @

Abbildung 33: Schematische Darstellung der Interakibn zwischen Zielproteinen von ARTs und
Tyrosinkinasen in DC27.10-Zellen



Ergebnisse- Interaktionen von ARTs und Tyrosinkamas 98

4.3.2 Etheno-ADP-Ribosylierung des unbekannten 80 kDa gféen Proteins
(p80) durch unterschiedliche ARTs

Alle hier untersuchten Transferasen zeigten eindifikation des 80 kDa grofien
Proteins (Abb. 34). In hART1- und mArtl-Transfekim konnte die auch schon
beim mArt2.1 beobachteten Bande bei 83 kDa (AbbB3&pur 2 und 4), die 50
kDA-Bande liel3 sich hingegen nur in den hART1-Tfaktnten nachweisen. In der
humanen Zelllinie Jurkat fanden sich nach transrefitansfektion von hART1 zwei
Banden bei ca. 80 und 90 kDa (Abb. 34C). Auf meldobn Zellen konnte das
unbekannten p80 somit ebenfalls vorhanden zu sein.

A Maus Maus B Maus Hum. ¢ Jurkat

Art2.2 Artl Artl Artl

IP:1G4 1 2 3 4 IP: Py 1 2 3 4 IP: Py 1 2

191 — 191--
- - < 191 - ‘ . S
= 64-
64 _ —
64 _ 51 -
51 -
51 - <« 39-
39 -
39 - 28_
28 - o5 -
19 — _ 19_
14 13 - 14~
Blot: aPy Blot: 1G4 Blot: 1G4

Abbildung 34: ADP-Ribosylierung des 80 kDa grof3en fteins durch unterschiedliche ARTs
A,B. DC27.1"R™22 DC27.160"R™ und DC27.18*™-Transfektanten wurden mit 20uM etheno-
NAD markiert und anschlieBend mit Natrium-Ortho-¥dat stimuliert. Die Spuren 1 und 3 zeigen
jeweils unstimulierte, die Spuren 2 und 4 jeweils Matrium-Ortho-Vanadat stimulierte Zellen.

A. Immunprazipitation mit dem 1G4-Antikérper und Imndegtektion mit dem Phosphotyrosin-
spezifischen Antikorper. Der Pfeil markieren das8@akDa grol3e Proteld. Immunprézipitation mit
dem 4G10-Antikdrper und Immundetektion mit dem 1&#ikorper. Pfeile markieren das 80 kDa
grof3e Protein, sowie die ca. 83 kDa und 50 kDaend®oteineC. Jurkat-Zellen wurden transient
mit hART1 transfiziert und am Tag zwei untersudie etheno-NAD-Behandlung erfolgte mit 20uM
fur 30 Min. bei 37°C. Es wurde eine Immunprazipitatmit dem 4G10-Antikdrper und
Immundetektion mit dem 1G4-Antikérper durchgefiilgpur 1: hART1-Transfektanten ohne
Pervanadat; Spur 2: hART1-Transfektanten mit Vahada
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4.3.3 Interaktionen zwischen Zielproteinen von ARTs und Tyrosinkinasen

in primaren Maus-Lymphknoten-Zellen

Eine wichtige Fragestellung war, ob sich diese afikdlturzellen durchgefihrten
Beobachtungen auch auf primére T-Zellen Ubertrdg®&en. In B-Zell-depletierten
C57BL/6-Maus-Lymphknotenzellen zeigte sich nach lmprazipitation mit dem
1G4-Antikorper und Immundetektion mit dem RC-204katper ohne Stimulation
eine Bande bei ca. 55 kDa (Abb. 35A, Spur 1). N&timulation der Zellen mit
PMA (Abb. 35A, Spur 2) und PMA/lonomycin (Abb. 358pur 3) zeigten sich eine
weitere Banden bei ca. 70 kDa. Nach Stimulation deflen mit anti-CD3-
Antikoérpern lie3en sich zwei zusétzliche Banden dsei 64 und 80 kDa erkennen
und es kam zu einer starkeren Markierung der Baed&0 kDa (Abb. 35A, Spur 4).
Nach Behandlung der Zellen mit Pervanadat zeigte @ne starke Anreicherung der
Banden um 64 und 80 kDa, es zeigte sich jedochekBande mehr bei 70 kDa
(Abb. 35A, Spur 5).

Bei der Bande um 55 kDa handelt es sich héchstwhaéislich nicht um die schwere
Antikorperkette des prazipitierenden Antikorpersa der detektierende RC20-
Antikorper direkt an Peroxidase konjugiert war. D@5 scheint ein konstitutiv
phosphoryliertes Protein zu reprasentieren, welebeer durch T-Zell-Stimulation
noch durch Phosphatase-Aktivitat beeinflusst witth méglicher Kandidat fur das
p55 ware z.B die Phosphotyrosinkinase Lck. Eineerbktion zwischen einem
unbekannten ADP-ribosylierten Protein p40 und Lakde bereits von Wang et al.
1996 beschrieben (Wang et al., 1996). Die in derdlO4Brazipitaten gefundene
Bande um 40 kDa kénnte diesem p40 mdglicherweitspeechen. Ein Kanditat fur
das p40 ware CDS8, fur das eine Interaktion mit bekchrieben ist.

Der gleiche Versuch wurde an Balb C Mausen durchgefEs zeigte sich dabei ein
ahnliches Bandenmuster. In unstimulierten Zellebl(A35B, Spur 1) zeigte sich wie
in den C57BL/6-Zellen eine Bande bei ca 55 kDa.dh&m zeigte sich jedoch auch
eine Bande bei ca. 90 kDa, die nur in den ersten 8puren erscheint und
hdchstwahrscheinlich eher als unspezifisch zu waste Nach Stimulation mit PMA
(Abb. 35B, Spur 2), PMA/lonomycin (Abb. 35B, Spuyruhd anti-CD3 (Abb. 35B,

Spur 4) erschienen weitere Banden bei ca. 64 urkdD@0
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Abbildung 35: Interaktionen zwischen Zielproteinenvon ARTs und Tyrosinkinasen in Maus

Lymphknoten-Zellen (1G4-Préazipitate) B-Zell-depletierte Maus-Lymphknoten-Zellen wurderit m
100uM etheno-NAD markiert und anschlieRend fir jesvérei Minuten mit verschiedenen T-Zell-
Stimulantien oder Pervanadat stimuliert. 1G4-Imnénjpitate (100ul Hybridomiberstand, #72)
wurden mit dem Phosphotyrosin-spezifischen Antikdr@C20 (RC20-POD , Verdiinnung: 1 :2500)
detektiert. Links ist jeweils die korrespondiererRitberfarbung gezeigih Der Versuch wurde mit

C57BL/6-Mauslymphozyten durchgefihrt: Spur 1: unslierte Zellen; Spur 2: Stimulation mit
10ng/ml PMA; Spur 3: Stimulation mit 10ng/ml PMAdiipM lonomycin; Spur 4: Stimulation mit
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CD3 spezifischem polyklonalen Immunserum aus demirdoen (10 pg/ml )Spur 5: Stimulation
mit Natrium-Ortho-VanadatB Der gleiche Versuch wurde migalb-C-Mauslymphknotenzellen
durchgefuhrt.

In den mit Pervanadat stimulierten Zellen ersclaesétzlich eine Bande bei ca. 80
kDa, die in keiner anderen Spur sichtbar ist (AREB, Spur 5). Wie bei C57BL/6-
Mausen ist die Bande bei 70 kDa hier ebenfallstnicinhanden, die Bande von 64
kDa erscheint verstarkt. Da die Situation im Blos @BALB/c T-Zellen nicht so
deutlich ist, sind weitere Experimente nétig, ureséi Frage zu klaren.

In Immunprazipitaten mit dem 4G10-Antikérper undsemiel3ender Detektion mit
dem 1G4-Antikorper zeigte sich in Abhéngigkeit vBervanadat-Stimulation und
etheno-NAD-Markierung in LK-Zellen von C57BL/6 unBalb-C-Mausen ein
ahnliches Bandenmuster wie in den Versuchen an 02Zellen (Abb. 36, Spur 4
und 8). Es fanden sich neben der Bande bei 80 WP#ere Banden bei ca. 50 kDa
und 83 kDa. Zusatzlich zeigte sich noch eine Bamle40 kDa (zumindest in den
C57BL/6-Mausen). Abb. 37 gibt eine schematischerglbet tiber die in priméaren
T-Zellen gefundenen Interaktionen. Die genaue Gdtarsierung dieser

interagierenden Proteine bleibt Aufgabe zukilnftigeperimente.



Ergebnisse- Interaktionen von ARTs und Tyrosinkamas 102

C57 BC

IP:4G10 1 2 3 4 5 6 7 8
191 - -

R 8

th 4

39-

28— |
19:L — _—
14

1G4-Blot

Abbildung 36: Interaktionen zwischen Zielproteinenvon ARTs und Tyrosinkinasen in Maus
Lymphknoten-Zellen (4G10-Prazipitate)

B-Zell-depletierte Maus-Lymphknoten- und Milz-Zellevurden mit (Spuren 3, 4, 7, 8) oder ohne
(Spuren 1, 2, 5, 6) 100uM etheno-NAD, 2mM ADPR, 1/MT markiert und anschlieRend fir drei
Minuten mit (Spuren 2, 4, 6, 8) oder ohne (Spure®, b, 7) Natrium-Ortho-Vanadat stimuliert. 4G10
Immunpréazipitate (10ul Matrix von an Sepharose gelttem 4G10) wurden mit dem 1G4
Antikorper detektiert. Spur 1-4 zeigen C57BL/6-2all(6*1076/Spur), Spur 5-8 zeigen BalbC-Zellen
(6*1076/Spur).

22 P80 P83 P50 P40 (CD8?)
4 |4 A A A
70, (E | o | (D
WV ADP-Ribose Phosphotvyrosin

Abbildung 37: Schematische Darstellung der Interakibn zwischen Zielproteinen von ARTs und
Tyrosinkinasen in Maus-LK-Zellen

p80 wird extra-und intrazellulares von ARTs unddsinkinasen modifiziert. Interaktion von p55
(moglicherweise Lck) mit p40 (mdglicherweise CDBiteraktionen von p70 und p64 mit
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unbekannten ADP-ribosylierten Proteinen; Interaktiton p83 und p50 mit unbekannten Tyrosin-
phosphorylierten Proteinen.

4.3.4 Untersuchung des p80 mit einem PAG-spezifischen Akorper

Als ein mdglicher Kandidat fir das p80 galt dasggbhoprotein associated with
glycosphingolipid-enriched microdomains (GEMs)“: ®A Dies erschien
wahrscheinlich, da die ADP-Ribosyl-Transferasen nebe wie PAG in Rafts
lokalisiert sind (Bannas et al., 2005). Neben diegemlichen Nahe von Enzym und
Substrat sprach des Weiteren noch die beschrigbgifee von PAG dafir, von dem
beschrieben ist, dass es Tyrosin-phosphorylierB8akDa grol3 ist (Brdicka et al.,
2000). Ein Westernblot mit einem polyklonalen PAS&afischen Antiserum zeigte
jedoch in mit etheno-NAD markierten 1G4-Immunprézie von DC27.1%\RT4L
Transfektanten keine spezifischen Banden (Abb. 38Buren 1-4). Nach Strippen
der PVDF-Membran und erneuter Immundetektion mimdBC-20-Antikorper
zeigte sich, dass das ca. 80 kDa grof3e Proteiche®lnur in mit etheno-NAD und
Pervanadat behandelten Zellen zu sehen ist (AbIC, 3Bpur 4) in einem
GroRRenbereich liegt, das dem PAG in diesen Zeliehtrentspricht (Abb. 38B).
Daraus ergibt sich, dass PAG nicht ADP-ribosylieibaund deshalb auch nicht das
gesuchte p80 sein kann. Theoretisch l&asst sicht gahz ausschliel3en, dass PAG
zwar ADP-ribosyliert wird, aber nicht in der Immudgipitation vom 1G4-
Antikorper erkannt wird. Dies erscheint jedoch uhwgaheinlich und misste
gegebenenfalls durch einen fir die Immunprazigitageeigneten PAG spezifischen
Antikorper erneut Uberpruft werden. In Immunpraaf@n mit dem 4G10-Antikorper
zeigte eine Bande bei ca 60 kDa, welche durch Redat angereichert wurde (Abb.
38B, Spur 5-8). Dabei handelt es sich héchstwakislibh um PAG, was in den
untersuchten Zellen eventuell nicht 80 kDa, sonaern60 kDa grof3 ist. Dass PAG
in verschiedenen Zellen unterschiedlich grof3 seinnkwurde von Brdicka et al.
beschrieben (Brdicka et al., 2000). Ein weiteredizirdaftr, dass PAG nicht das
gesuchte p80 ist, ist also das kleinere Molekularg/et von ca. 60 kDa in DC27.10-

Zellen.
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Abbildung 38: Untersuchung des p80 mit PAG spezifhem Antikdrper im Westernblot
DC27.10"R"2ZTransfektanten wurden mit etheno-NAD inkubiertvgés Spur 3, 4, 7 und 8) und
anschlieBend mit Pervanadat stimuliert (jeweilsrSy4, 6 und 8)A Der Blot rechts zeigt ein
Aliquot der Ganzzelllysate, die fur die Prazipivaken in (B) und (C) verwendet wurden. Spur 1-4:
Detektion mit 1G4, Spur 5-8: Detektion mit dem dptiosphotyrosin-Antikérper RC-20. Links ist die
korrespondierende Silberfarbung dargestdéliDer Rest der Ganzzelllysate aus A wurde fur
Immunprazipitationen verwendet. In Spur 1-4 wurihe édmmunpréazipitation mit dem 1G4-
Antikorper, in Spur 5-8 eine Immunprazipitation mé&m 4G10-Antikdrper durchgefihrt. Die
Immundetektion des gesamten Blots erfolgte mitreiRAG spezifischen Antiserur@. Nach
~Strippen” der Membran aus b. (siehe Material unetivdden) wurde erneut detektiert: Spur 1-4:
Detektion mit anti-Phosphotyrosin (RC-20); Spur:B@tektion mit 1G4.
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4.3.5 Interaktionen zwischen ART-Zielproteinen und der Tyrosinkinase
Lck

Etheno-NAD markierte DC27.f8"%%zellen wurden mit Lck spezifischem
Antiserum immunprazipitiert. Anschlieend wurde eeiimmundetektion mit dem
1G4-Antikorper durchgefuhrt. In Abhangigkeit vorheno-NAD lieRen sich einige
Banden im héheren molekularen Bereich coprazigiti€Abb.39A). Dabei kbnnte es

sich um ADP-ribosylierte Proteine handeln, die hai interagieren.
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Abbildung 39: Interaktionen zwischen ART-Zielproteinen und Lck sowie ART-Zielproteinen
und mART2.2

DC27.10"R?2Transfektanten wurden mit oder ohne etheno-NADu{@Pinkubiert und
anschlieBend lysiert. Die Detektion erfolgte mitnd&G4. A Der links gelegene Blot zeigt eine
Immunprazipitation mit einem unspezifischen Antixér. In der Mitte ist die korrespondierende
Silberfarbung zum Blot rechts dargestellt. Im rechBlot ist eine Immunprézipitation mit an
Sepharose gekoppeltem Lck spezifischen Immunseargedtellt. Die Detektion erfolgte mit dem
1G4-Antikérper B Es wurde eine Immunprazipitation an DC27£0™Transfektanten mit M2-
gekoppelter Sepharose durchgefiihrt. Links ist diedspondierende Silberfarbung gezeigt.
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4.3.6 Interaktionen zwischen ART-Zielproteinen und mART22

Etheno-NAD markierte DC27.18°™-Zellen wurden mit dem gegen den Flag-Tag
gerichteten  Antikbrper M2 immunprazipitiert, anseBend wurde eine
Immundetektion mit dem 1G4-Antikorper durchgefihhh Abhéangigkeit von
etheno-NAD lieBen sich im hoher molekularen Bereiginige Banden
coprazipitieren (Abb. 39B). Dabei kdonnte es sich AmP-ribosylierte Proteine
handeln, die mit den ARTSs interagieren.

Vergleicht man die Lck-Prazipitate mit den M2-Ppitaten, fallt das ahnliche
Bandenmuster der coprazipitierten ADP-ribosyliertetielproteine auf. Eine
maogliche Erklarung dafur ware, dass sowohl Lck algh die ARTs in einem

gemeinsamen Proteinkomplex vorliegen.
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5 Diskussion

Um die Wirkungsweise eukaryotischer ARTs aufzuldéist die Identifizierung der
daran beteiligten Zielproteine essentiell. So kenntden letzten Jahren das durch
ART vermittelte Auslésen von Apoptose in T-Zellaxf die ADP-Ribosylierung des
Purinorezeptor P2X7 zurtickgefiihrt werden (Semaal.eR003). Alle beobachteten
Effekte eukaryotischer ARTs lassen sich jedoch tnaivch diesen Mechanismus
erklaren. Im Mausstamm C57BL/6 fand sich eine iatie Mutation (P451L), die
die Sensitivitat fir NICD drastisch reduzierte (fdich et al., 2002). In diesem
Mausstamm wurde jedoch eine Suppression von Tidwdtionen wie Proliferation,
Zytotoxizitdt und Homing-Verhalten beobachtet ((Wyast al., 1994) (Okamoto et
al., 1998)), so dass hochstwahrscheinlich weitaedpibteine an diesen Effekten
beteiligt sind. Die Identifizierung neuer Zielprote der ARTs stand daher im
Mittelpunkt dieser Arbeit.

5.1 Beurteilung des etheno-NAD-1G4-Assays

Vor der Identifizierung von ART-Zielproteinen stadds Problem der schwierigen
Detektion von ADP-Ribosylierung. Der Nachweis ADPesylierter Proteine wird
bisher durch das Fehlen von monoklonalen Antikdrpgegen ADP-ribosylierte
Aminosauren erschwert. Im Jahre 1988 wurde von {oetal. an der Columbia
Universitat im Rahmen von Forschungen Uber die Keygenitat von Vinylchlorid
ein monoklonaler Antikdrper (1G4) entwickelt, dér £in mit einer etheno-Gruppe
modifiziertes Adenosin spezifisch ist (Young andht8a, 1988). Es war bekannt,
dass etheno-NAD von bakteriellen ARTs ((Hingorand éHo, 1988) (Klebl and
Pette, 1996)) und den im Zellkern lokalisierten yPADP-Ribosyltransferasen
(PARPSs) (Davis et al., 1998) als Substrat erkannd.wn dieser Arbeit wurde der
1G4-Antikorper genutzt, um ADP-Ribosylierung eulaischer ARTs zu
untersuchen. Tatsachlich konnte im Zellkulturmodeid an primaren Mauszellen
bestéatigt werden, dass die von ARTs auf ArginintReson Zielproteinen

Ubertragene etheno-Adenin-Dinukleotid-Ribose (eth@DPR) spezifisch vom
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1G4-Antikorper erkannt wird. Dieser etheno-NAD-1Gdsay wurde im FACS, im
Westernblot und in der Immunprézipitation eingesetz

Der 1G4-FACS-Assay

In Zellkulturzellen zeigte sich eine klare Abharngd der 1G4-Anfarbbarkeit im
FACS vom Substrat etheno-NAD und von der ART-Exgims auf der
Zelloberflache (Abb. 13). Nach Inkubation mit etbehkDP-Ribose zeigte sich
hingegen kein Einbau in Zielproteine (Daten nicbtzegjgt). Die Durchfiihrung des
1G4-FACS-Assays erwies sich als auf3erst schnellwmkdmpliziert. So konnten
verschiedenste etablierte Zelllinien einfach aufTARKtivitat hin gescreent werden.
Von 44 gescreenten Zelllinien zeigten drei ART-Aktt: Yac-1, MD27, SRD-10
(Krebs et al., 2003). Ferner konnte die Michaelmstante von mART2.2 bestimmt
werden. Halb maximale Zell-Oberflachen-etheno-ADPBeRylierung ART2.2
transfizierter DC27.10-Zellen zeigte sich bei 1ptMeno-NAD (Krebs et al., 2003).
Frihere Arbeiten, in denen I6sliche, aufgereini@§iTs, etheno-NAD und Agmatin
als Akzeptor verwendet worden waren, hatten eirgeemich héhere K gezeigt (im
Bereich 300 uM: (Armstrong and Merrill, 2001; Klednhd Pette, 1996)), so dass es
den Anschein hat, als ob fur ADP-Ribosylierung def Zelloberflache deutlich
geringere Mengen an etheno-NAD bendtigt werden.

Durch  Mehrfachfluoreszenzanalysen konnte die ADBeBylierung auf
Untergruppen von Zellpopulationen selektiv betrathterden (Krebs et al., 2003).
Daruber hinaus wurde durch diesen Assay die Songervon Zellen anhand ihrer
ART-Aktivitat ermdglicht (Krebs et al., 2003).

Eine Beobachtung dieser Arbeit war, dass sich diarst@ellung in der
DurchfluRzytometrie als sehr sensitiv erwies. Es beispielsweise moglich, ADP-
Ribosylierung in Jurkat-Zellen trotz hoher Expressivon CD38 im FACS
darzustellen (Abb. 23), wohingegen der Nachweis AleP-Ribosylierung in der
Autoradiographie nicht gelang (Daten nicht gezeigt)

Der 1G4-Westernblot-Assay

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass davenetNAD-1G4-
Westernblotverfahren mit der Autoradiographie veidibare Ergebnisse lieferte
(Abb. 14-17), was dafur spricht, dass etheno-ADBeReé in die gleichen
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Zielproteine wie ADP-Ribose eingebaut wird. Beka&nmlurch Autoradiographie
identifizierte Zielproteine wie CD45, CD44 und LHFA{(Nemoto et al., 1996),(Liu
et al., 1999; Okamoto et al., 1998)) lieBen sichrsgut im 1G4-Westernblot
darstellen (Abb. 24). Fur LFA-1 wurde im direkteergleich von Autoradiographie
und 1G4-Westernblot ein &hnliches Bandenmuster geaciesen (Krebs et al.,
2003). Auch humanes CD8alpha konnte sowohl*#tNAD als auch mit etheno-
NAD markiert werden (Abb.27). Bei der etheno-ADR&3ylierung handelt es sich
um eine SDS-resistente und somit kovalente Protailifrikation, die mit dem 1G4-
Antikorper detektiert werden kann. Methodisch lasath feststellen, dass die
Zielproteinbanden in den 1G4-Immunoblots wesentlisbharfer und besser
abgrenzbar erschienen als bei den Banden der Alibgraphie. Ein weiterer Vorteil
dieses Assays ist die Erleichterung, nicht radigaktrbeiten zu missen. Die
Etablierung des 1G4-Westernblotverfahrens verspiidste Voraussetzungen zur
weiteren Untersuchung ADP-ribosylierter Zielproteimd ihrer Interaktionspartner.
1G4-Immunprazipitation

Die Immunprazipitation etheno-ADP-ribosylierter [pteine ermdglichte es,
Proteininteraktionen mit ART-Zielproteinen zu ustechen. So konnten
Interaktionen mit Tyrosin-phosphorylierten Zielgimlen nachgewiesen werden
(Abb. 32-38).

Durch Nano-Elektro-Spray-Massenspektroskopie-Aralys  von 1G4-
Immunoprazipitaten gelang der Nachweis bekannteipiiteine wie dag3-2-
Integrin (Bestandteil des LFA-1), sowie der Naclsvemeuer, unbekannter
Zielproteine wie DEC-205 und Neuropilin-1 (Abb. 32). Neben der Mdglichkeit,
diese neuen Zielproteine und ihren Einfluss auf wbe der ADP-Ribosylierung
abhangigen Effekte auf T-Zellen zu untersucherelszg sich durch die Methode an
sich neue, weiterfihrende Mdglichkeiten. So ersahes aussichtsreich, Zielproteine
von priméren Maus-T-Zellen massenspektroskopisalntersuchen. Dariiber hinaus
waren ahnliche Untersuchungen auch auflerhalb demurgystems wie
beispielsweise im Muskel oder Hoden denkbar.

Weitere Anwendungen des 1G4-Antikdrper-Assays k&mntmikroskopische

Verfahren darstellen, in denen die ADP-Ribosyliggunm Rahmen der
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Immunologischen Synapse untersucht wirde. Ein idrzéntwickeltesin situ
Mikroskopieverfahren, bei dem durch Zyklen von Aitperfarbung und Bleichung
viele Proteine auf derselben Zelle innerhalb vowé&een dargestellt werden kénnen
(Schubert et al., 2006), kbnnte in Kombination rém 1G4-Assay eingesetzt
werden, um ART-Aktivitat auf Geweben zu analysier8o kdonnten lymphatische
Organe nach i.v. Applikation von etheno-NAD aufezth-ADP-ribosylierte T-Zellen
hin untersucht werden. Auch die Rolle von CD38 mdter Inhibierungn trans

kdnnte so in vivo untersucht werden.

5.2  Uberlegungen zur Zielproteinspezifitat eukaryotiscler ART

Neben den schon seit langerem bekannten Zielpmsteauf der Oberflache von
primaren Maus T-Lymphozyten wie LFA-1a((/32-Integrin): (Nemoto et al.,
1996)), CD8, CD45, CD44, CD43 und CD27 ((Liu et 4999; Okamoto et al.,
1998)) wurde bei CD4, CD2 (LFA-2), CD28, CD48,-Integrins, L-selectin,
(Okamoto et al., 1998), CD29, CD40L, CD54 und CD6Qliu et al., 1999)
nachgewiesen, dass sie keine Zielproteine der A8Slig. Zum Zeitpunkt dieser
Veroffentlichungen war jedoch nicht bekannt, wiel®i ARTs und welche Art von
ART fur die Modifizierung dieser Zielproteine vetamortlich waren. Anhand der
Doppel-Knock-Out-Mause fir ART2.1 und ART2.2 kondiese Frage beantwortet
werden (Ohlrogge et al., 2002). Auf diesen Doppeb&k-Out-Mausen zeigte sich
namlich keine ART-Aktivitdt mehr, so dass die fiie (ADP-Ribosylierung von
Zielproteinen auf Maus-T-Zellen verantwortliche ARIhdeutig ART2 und nicht,
wie von Okamoto et al. 1998 noch angenommen, ARST1Tirotzdem lieRen sich
auch in ART1 transfizierten EL4-Lymphomazellen diegn Zielproteine wie auf
primaren Lymphozyten nachweisen (Liu et al., 1996)dass mMART2.2 und mART1
nicht spezifisch fir die untersuchten Zielprotemesein scheinen. Im Gegensatz zu
bakteriellen ARTs, die haufig nur fur ein bestimmt@rotein spezifisch sind
((Aktories et al., 1986; Gierschik, 1992)), zeigewrine eurkaryotische ARTSs
anscheinend die ADP-Ribosylierung einer Vielzahi Wyoteinen und verhalten sich

somit moglicherweise eher wie z.B. intrazellulah®m$§photyrosinkinasen (Lck, ZAP-
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70), die verschiedene Zielproteine modifizieren n&m ((Veillette et al., 1988)
(Montixi et al., 1998)).

In dieser Arbeit wurde die ZielproteinspezifitatvmART1, hART1, mART2.1 und
MART2.2 vergleichend in Zellkulturzellen untersucHbabei zeigten sich in
Ganzzelllysaten von verschiedenen ART-Transfektaétenliche Bandenmuster und
keine signifikanten Unterschiede (Abb. 13-17). Escleeint somit moglich, dass die
verschiedenen Transferasen keine eindeutige Zteipspezifitdt zeigen. Fur zwei
der bekannten Zielproteine, CD44 und LFA-1, wurde direkte Vergleich zwischen
den verschiedenen Transferasen selektiv untersi@dibei zeigte sich in allen
untersuchten DC27.10-Transfektanten eine Markierbeigler Ketten von LFA-1.
Die Intensitat der Markierung war jedoch untersdhod. So kam es beim hART1 zu
einer starkeren Markierung derKette im Verhaltnis zuf-Kette, beim mART2.1
hingegen zu einer starkeren Markierung @eKette im Verhaltnis zur-Kette.
Somit zeigten sich die verschiedenen Transferasear m der Lage, die beiden
LFA-1-Ketten zu modifizieren, die Effizienz der Marung der beiden LFA-1-
Ketten unterscheidet sich jedoch fiur mART2.1 undRiA deutlich. Méglicherweise
ist die insgesamt geringere Intensitat des durcRTlAmodifizierten LFA-1 durch
die fur hART1 anders konformierten Maus-Zielproteiru erklaren. CD44 und das
unbekannte p80 zeigten sich ebenfalls als Zielpretealler untersuchter
Transferasen (MART1, mART2.2, mART2.1 und hARTL1; bAR6 und 34).
Interessanterweise zeigte sich beim p80 jedochekergrminderte Intensitat bei
Modifikation durch hART1 im Gegensatz zu mART1 (Al3d).

Die Transferasen mART2.1, mART2.2, mART1 zeigten der Untersuchung auf
Auto-ADP-Ribosylierung jeweils eine prominente Ban@hbb. 28). Beim hART1
(im Gegensatz zum mARTL1) zeigten sich jedoch zwemdgn bei ca. 40 und 45
kDA (dagegen beim mMART1 nur eine Bande bei ca. 43a)k Dies ist
hdchstwahrscheinlich durch unterschiedliche Glykesyngen von hART1 zu
erklaren. Ob die Auto-ADP-Ribosylierung in vivo eelnt ist, moglicherweise z.B.

die eigene Enzymfunktion verandert, ist bisher utige
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5.3 Uberlegungen zur  ADP-Ribosylierung im  Rahmen  der

immunologischen Synapse

Wie in der Einleitung bereits erwahnt, konnte di®FARibosylierung loslicher
Zielproteine in trans-Stellung durch rekombinante ARTs und zytoplasnohBs
ARTs bereits an einer Reihe von Zielproteinen nashgsen werden. Solche
Zielproteine konnten z.B. Zytokine sein, die im &eh lokaler inflammatorischer
Prozesse sezerniert wurden, da hier NAD-Konzeotrati vorkommen, die eine
ADP-Ribosylierung erméglichen (Adriouch et al., 200

Ob membranverankerte ARTs Zielproteine auf Nachdiimz in vivoin trans ADP-
ribosylieren kbnnen, ist eine spannende, bishdrtiieantwortete Frage. Durch den
1G4-FACS-Assay existiert ein Verfahren, mit demhsidiese Frage sehr gut
untersuchen liel3e. Erste Versuche dazu in dieséeiiAikonnten eine ADP-
Ribosylierung in transStellung auf in enge Nachbarschaft gebrachten
Lymphomzellen unter den gewahlten Bedingungen nidthweisen. Weiteren
vitro Versuche unter Verwendung kunstlicher Adh&sionisigechgen, z.B. durch
vernetzende Antikérper, waren jedoch nétig, um miggische Zellkontakte besser
zu imitieren. Es erscheint au3erdem sehr aussgititsidie ADP-Ribosylierung von
Zielproteinen intransStellung wahrend der ,priming“-Phase von T-Zelladu
dendritischer Zellen wahrend der Ausbildung der imologische Synapse zu

untersuchen.

5.4 Uberlegungen zu den neu identifizierten Zielproteien Neuropilin-1
und DEC-205

Neuropilin-1 und DEC-205 sind in der Maus sowohf dandritischen Zellen als
auch auf T-Zellen exprimiert, wobei DEC-205 nursiehr geringem Mal3e auf T-
Zellen exprimiert wird (siehe Einleitung). Sie &el also sowohin transals auchn
cismogliche ART-Zielproteine dar.

Es ware interessant zu untersuchen, ob die ADPsRiileoung von DEC-205
Auswirkungen auf die Antigenaufnahme und die Antjggisentation dendritischer
Zellen hat. In welchem physiologischen Kontext didodifikation moglicherweise
eine Rolle spielen kdnnte, ist momentan jedochigdffen. Da die Funktion von
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DEC-205 auf T-Zellen ebenfalls bisher nicht auf@eklist, ist es schwierig,
Vorhersagen Uber eine Beeinflussung durch ADP-Rimysing anzustellen. DEC-
205 zeigte in praklinischen Vakzinierungsstudieiolgwversprechende Ergebnisse im
Melanom-Tumormodell (Mahnke et al., 2005). Dabeirdan Tumorassoziierte
Antigene mit einem fur DEC-205 spezifischen Anti@r fusioniert, und die
eingebrachten Antigene konnten isovivo spezifisch in dendritische Zellen an den
MHC-1I-Komplex appliziert werden (Trumpfheller el.,a2006). Sollte es durch
ADP-Ribosylierung zu einer Inhibierung von DEC-2®mmen, ware ein
Fusionsprotein einer ART mit einem DEC-205 specifen Antikorper
maoglicherweise ebenfalls ein interessantes ,Wergzeum DEC-205 spezifische
Immunreaktionen auf dendritischen Zellen abzusehalt

Neuropilin-1 ist sowohl auf dendritischen Zellers @uch auf T-Zellen exprimiert
und an der frihen Phase der Ausbildung der immgmatben Synapse beteiligt
(Tordjman et al., 2002). Dabei kbnnte ADP-Ribosylieg mdglicherweise, ahnlich
wie fur LFA-1 beschrieben (Nemoto et al., 1996), eimer Inhibierung der
homotypischen Adhéasion fiuihren. Bourbie-Vaudainealetzeigten kurzlich, dass
Neuropilin-1 in einem als ,trogocytosis“ bezeicheretAustausch von dendritischer
Zelle und CD4 positiver T-Zelle beteiligt ist (Bdue-Vaudaine et al., 2006). Ferner
kam es nach ,trogocytosis” von Neuropilin-1 von detischer Zelle zur T-Zelle zu
einer Rekrutierung von "vascular endothelial grovi#ictor® (VEGF) (Bourbie-
Vaudaine et al., 2006). Es ware interessant zursutben, ob ADP-Ribosylierung
diesen Prozess beeinflussen wirde, und ob VEGFichéglveise Zielprotein von
ARTSs ist. In verschiedenen soliden Tumoren, sowiakuter myloischer Leukémie
konnte eine vermehrte Expression von Neuropilirethgewiesen werden ((Baba et
al., 2007) (Hu et al., 2007)). Dabei bindet Neukiagl nur an die Isoform des VEFG
(VEFGes: (Mac Gabhann and Popel, 2005)), die fiur die patiisthe
Tumorangiogenese verantwortlich ist. Sollte es uk®P-Ribosylierung zu einer
Inhibierung von Neuropilin-1 kommen, ware dies embglicher Ansatz einer

immunbasierten Antitumortherapie.
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Neuropilin-1 wurde ferner als Oberflachenmarker figgulatorische T-Zellen
identifiziert (Bruder et al., 2004), was die intesante Rolle von Neuropilin-1 auf
CD4 positiven T-Zellen unterstreicht.

Zusammenfassend kann man sagen, dass Neuropilindk DEC-205 sehr
vielversprechende ART-Zielproteine sind, deren Fmkin kiinftigen Experimenten

weiter aufgeklart werden mufite.

5.5 Beurteilung der Ergebnisse an chimaren Varianten as mART2.2 und
rNART2.2

Die Enzymeigenschaften von mART2.2 und rtART2.2etstheiden sich deutlich.
Rekombinant hergestelltes rtART.2.2 (RT6.2) zeigte Gegensatz zu rtART2.1
(RT6.1) eine Auto-ADP-Ribosyltransferaseaktivitd€a(sten et al., 1997). Eine
ADP-Ribosylierung von Fremdproteinen konnte durdART2.2 jedoch nicht

nachgewiesen werden (Karsten et al., 1997). mARD24tzt die Fahigkeit, sich
selbst und andere Zielproteine zu ADP-ribosylieres,besitzt jedoch nur geringe
NADase-Aktivitat. Diese an rekombinanten ARTs beitaten Effekte konnten in
dieser Arbeit im Zellkulturmodell durch Untersuclgem an chimaren Maus-
ART2.2-RT6.2-Transfektanten bestatigt werden (ABO.und 21). Mit Hilfe des

1G4-Immunoblot-Assay liel3 sich dabei die Auto-ADBd®ylierung sehr gut von
der ADP-Ribosylierung anderer Zelloberflachenpreabgrenzen.

5.6 Beurteilung des Zusammenspiels zwischen CD38 und AR

CD38 ist ein NAD verstoffwechselndes Ektoenzym, chek ubiquitar auf
hamatopoetischen und nicht hAmatopoetischen ZeXprimiert wird. Es stellte sich
die Frage nach der Wechselwirkung von CD38 und ART$mmunsystem. Krebs
et al. konnten 2005 zeigen, dass die ADP-Ribosytigrauf T-Zellen durch das
gleichzeitige Vorhandensein CD38 positiver B-Zelteduziert wurde (Krebs et al.,
2005). Des Weiteren fand sich in CD38-Zellen eine starkere ADP-Ribosylierung
als in Wild-Typ-T-Zellen (Krebs et al., 2005). Ineder Arbeit konnte gezeigt
werden, dass die Transfektion von ARTs in Zellent mur geringer CD38

Expression zu einer wesentlich héheren ZellobdrdacADP-Ribosylierung fuhrte
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als die Transfektion in Zellen mit hoher CD38 Exgmien (Abb. 23). Dabei ist
bemerkenswert, dass CD38 trotz geringer Zellkomadonhen (5x10 Zellen/ml), das
zugefuhrte etheno-NAD auch in Bereichen um 100puMtsok abzubaut, dass die
ART-Aktivitat deutlich reduziert wird (Abb. 23). scheint die Starke der ADP-
Ribosylierung auf T-Lymphozyten somit imiss und in transStellung zu
beeinflussen. Sowohl dérans als auch decis-Effekt lassen sich durch Reduktion
des fir die ARTs verfiigbaren Substrats NAD durci3&€Brklarenln vivo scheint
der trans-Effekt jedoch die entscheidendere Rolle zu spieten nur eine geringe
Population von T-Zellen CD38 coexprimiert. ARTs hkten somit als ,NAD-
Sensoren® betrachtet werden, die die extrazelluN#d-Konzentration in ADP-
Ribosylierung von Zelloberflachenproteinen umsetzershingegen CD38 die ADP-
Ribosylierung durch Verminderung des Substrates tAiflich terminiert.

Es ergibt sich die Frage nach den in vivo vorkomaeenintra- und extrazellularen
NAD-Konzentrationen. NAD kommt intrazellular als €wym in millimolaren
Konzentrationen vor, wohingegen die extrazellul&@nzentration im Serum im
submikromolaren Bereich liegt ((Jacobson and Jawgbsl997)). Es gibt
verschiedene Hypothesen, wie das intrazellular teméede NAD in den
Extrazellularraum gelangen konnte, um dort als &8igolekil aktiv zu werden.
Moglicherweise werden Nukleotide nach zellulareme$, z.B. durch Scherkrafte
oder andere Arten der Stimulation von korpereigeBehen freigesetzt ((Ziegler,
2000) (la Sala et al., 2003) (Lazarowski et alQ30. Ein Mechanismus zur nicht
lytischen Freisetzung von NAD wurde auf Connexin eédrimierenden Zellen
beschrieben (Bruzzone et al., 2001). Des Weitersoheint es plausibel, dass zu
Grunde gegangene Bakterien oder Wirtszellen wéahrakdter Infektionen
potentielle NAD-Quellen darstellen, wobei Staphylkkus aureus beispielsweise
auch NAD in die Umgebung sezerniert (Niven and LlanB, 1992). Kiirzlich konnte
in einem Mausmodell fur eine akute Inflammationhgewiesen werden, dass diese
NAD-Konzentrationen ausreichend waren, um ART-Akditvauszulésen (Adriouch
et al., 2007). Daruber hinaus koénnten sich erhdkigeD-Konzentrationen im
extrazellularen Kompartment auch im Rahmen phygistther Nekrosen wie bei der

AbstoRRung der Uterusschleimhaut oder nach Traufimatan.
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Han et. al. konnten 2000 CD38 als Zielprotein ARTs nachweisen (Han et al.,
2000). Im Rahmen meiner Arbeit gelang jedoch dechMeis von CD38 als
Zielprotein der ARTs nicht. Die in der Arbeit vorahl et al. gemachte Beobachtung,
dass die Inkubation von B-Zellen aus Balb/c-Mausenl|dslichen, aufgereinigten
ARTs und NAD zur Apoptose dieser B-Zellen fihrt (Het al., 2000), verleitet zu
der Annahme, dass l6sliche ARTs mdglicherweise auchT-Zellen P2X7-
vermittelte Apoptose irtrans-Stellung auslésen kdnnten. Hierzu kdnnten einfach
durchfihrbare Versuche unter Zuhilfenahme des 18@3-Assay Aufschluss
geben.

Kirzlich konnte von Chen et al. im NOD/Lt-Maus-Mdldgezeigt werden, dass
ART2.2 in die Pathogenese des Diabetes involvagr{Chen et al., 2006). Dabei
zeigten sich in congenen NOD-Mausen, in die das&B8lel eingebracht wurde,
eine beschleunigte Entwicklung des Diabetes. In 9déu mit eingebrachtem
ART2.2"-Allel fand sich hingegen keine Abweichung zum VjjstNOD-Stamm.
Wurden jedoch congene CD38und ART2.2-Mause untersucht, zeigten ca. 70%
kein Auftreten des Diabetes mehr (Chen et al., 200&ur Aufklarung der in die
Diabetesentwicklung involvierten Signalwege erschalie genaue Analyse der

involvierten ART-Zielproteine entscheidend und vexsprechend.
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5.7 Uberlegungen zur  Signaltransduktionskaskade der  ADP

Ribosylierungsreaktion

Um etwas uber die Funktion von ARTs herauszufindet,die ldentifizierung der
daran beteiligten Zielproteine hdchste Prioritan die Inhibierung der Funktion von
T-Lymphozyten durch NAD zu erklaren, wurden versdene Hypothesen
aufgestellt. Die erste Arbeitshypothese war dafl@ss die ADP-Ribosylierung von
Zielproteinen auf T-Zellen die Signaltransduktioner d T-Zell-Aktivierung
beeinflusst. Es lag nahe, den T-Zell-Rezeptorkomelbst als Zielprotein der
ARTs zu vermuten. Es zeigte sich jedoch, dasse€CDB3< (Okamoto et al., 1998),
TCRa, TCRB, CD3y und CD3& (Liu et al., 1999) keine Zielproteine der ARTs
darstellten und somit das direkte ,erste Signa€hniinvolviert erschien. Es wurde
ferner vermutet, dass die Signaltransduktion via8CBurch dessen ADP-
Ribosylierung inhibiert wird und sich dies in redarrer Autophosphorylierung der
mit CD8 assoziierten Src-Kinase Lck darstellt ((etual., 1999; Wang et al., 1996)).
Ob den dariber hinaus identifizierten Zielproteimea CD27, CD43, CD44, CD45
in Abhéngigkeit von ADP-Ribosylierung eine wichtig@inktion zukommt, wurde
bisher nicht gezeigt. Wahrscheinlicher erschienisatass ein anderer Signalweg an
der Vermittlung der Inhibierung der Funktion vonLy¥mphozyten beteiligt war.
Grundsatzlich mufdte ein ADP-ribosyliertes Zielpimotentweder selbst das Signal
ins Innere der Zelle fortleiten oder auf anderedobbarte Proteine aktivierend oder
hemmend einwirken. Beim P2X7-Rezeptor erscheingdebdieser Moglichkeiten
denkbar. Entweder fiihrt die ADP-Ribosylierung vo@XP direkt zur seiner
Aktivierung oder ADP-ribosylierte unbekannte and&ielproteine aktivieren den
P2X7-Rezeptor. Eine weitere Mdglichkeit bestehtirdadurch ADP-Ribosylierung
die Bindungsstelle fir einen Rezeptor zu blockiesesim Fall des LFA-1 (Nemoto
et al.,, 1996)), was auch im Rahmen autokriner S#timn der Zellen direkte
Auswirkungen auf die eigene Zellaktivierung habdgimrke. Weitere theoretisch
denkbare Mechanismen der Signaltransduktion wétass die ADP-Ribosylierung
zu einer Konformationséanderung eines Rezeptorst,fithit direkten intrazellular
Auswirkungen (wie z.B. intrazellularer Tyrosinphbspylierung des Rezeptors),

oder dass es zu einer Anderung der physikalischiemiuBgseigenschaften zu
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anderen Proteinen kommt. Eine andere Mdglichkeitewdlass der Zerfall eines
Rezeptors in einzelne Bestandteile mit aktiviereno@er inhibierender Aktivitat
gehemmt wird. Mdglicherweise kdnnte auch die exsltalire Zusammenlagerung
der an der immunologischen Synapse beteiligtenelPmtauf T-Zellen direkt durch
ADP-Ribosylierung beeinflusst werden.

Adriouch et. al. beobachteten 2001 die NAD indueiépoptose und stellten damit
die Hypothese auf, nicht die Interferierung in pigysiologische T-Zell-Aktivierung,
sondern ein eigenstandiger Signalweg sei fiur dieldiNAD vermittelten Effekte
verantwortlich (Adriouch et al., 2001). 2003 konrdarch Seman et al. gezeigt
werden, dass die Auslosung von Apoptose abhangig Rorinorezeptor P2X7 war
(Seman et al.,, 2003). Der genaue Mechanismus, aeAktivierung von P2X7
fuhrte, ist jedoch bisher nicht aufgeklart, so dass Identifizierung weiterer

maoglicherweise daran beiteiligter Zielproteine \@mscheidender Bedeutung ist.

5.8 Beurteilung der Interaktionen zwischen Zielproteinen von ARTs und

Tyrosinkinasen

In murinen Lymphknotenzellen zeigten sich zahlreicimteraktionen zwischen
Zielproteinen von ARTs und Tyrosinkinasen. Dabeidfaich ein ca. 80 kDa grol3es
Protein, was Tyrosin-phosphoryliert und ADP-ribdsstl wurde, drei Tyrosin-
phosphorylierte Proteine (p70, p64 und p55), diet MART-Zielproteinen
interagierten, sowie drei ADP-ribosylierte Zielpmte (p83, p50 und p40), die mit
Tyrosin-phophorylierten Proteinen interagierten lfAB5 und 36).

Moglicher Kandidat fir das p55 ware die Src-Kindsek, die mit dem p40
interagieren konnte, da eine solche Interaktionselen einem unbekannten ADP-
ribosylierten p40 Protein und Lck bereits von Waatcal. 1996 beschrieben wurde
(Wang et al., 1996). In CTLs aus C57BL/6-Mausen i¢endie ADP-Ribosylierung
die durch anti-CD8-Antikérper vermittelte Autophbspylierung von Lck (Liu et
al., 1999; Wang et al., 1996). Bei dem p40 kdnstsieh somit moglicherweise um
CD8 handeln.

Die Interaktion zwischen dem p70 und ART-Zielpro&i zeigte sich nur nach

PMA/lonomycin- und nach  CD3-Stimulation, nicht jetlo nach
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Pervanadatbehandlung. Eine mogliche Erklarungimievéire z.B., dass durch die T-
Zell-Aktivierung einer unbekannten Tyrosinkinaselumiert wird. Eine Regulation
durch Inhibition einer Phosphatase erscheint unsc®inlich, da sich nach
Behandlung mit dem Phosphatase-Inhibitor Pervariadaé Bande zeigte.

Die Interaktionen zwischen p64 und das p80 und AfElproteinen fand sich nur
nach CD3- oder Pervanadatstimulation, nicht jedawich Stimulation mit
PMA/Inomycin. Dies kénnte ein Hinweis dafir seimsd diese beiden Proteine im
Rahmen der frihen Signaltransduktion phosphorylientden, da PMA/lonomycin
die frihe Signaltransduktion umgeht und intrazélulansetzt. Diese beiden
Zielproteine erscheinen daher als hochinteressdigiprotein der ARTs, welche
maoglicherweise an der frihen Signaltransduktion Vetellen beteiligt sind.

Das wohl interessanteste Zielprotein ist das p&0,ed sich hierbei um einen
Rezeptor mit Tyrosinkinaseaktivitat handeln kérume solche Rezeptoren haufig an
der Einleitung der Signaltransduktion beteiligtdsinDas p80 konnte im humanen
Zellkulturmodell nachgewiesen werden (Abb. 34) lbdnte somit méglicherweise
an durch ADP-Ribosylierung vermittelten Zellfunkien beteiligt sein. Es konnte
gezeigt werden, dass es sich bei dem p80 nichtasn,ghosphoprotein associated
with glycosphingolipid-enriched microdomains® (PAGandelt. PAG galt aufgrund
seiner Assoziation mit den Rafts und seiner &hahiamolekularer Gré3e von ca. 80
kDa als moglicher Kandidat fur das p80.

Versuche im Rahmen dieser Arbeit, die unbekannteR-Aibosylierten Zielproteine
durch Massenspektroskopie von 1G4-Immunprazipitatea identifizieren,
scheiterten an der unzureichenden quantitativereidinerung. Es erscheint jedoch
fur zuknftige Versuche ein sehr aussichtsreicimeswichtiges Vorhaben, da es sich
bei diesen Proteinen moglicherweise um Schnitesteltwischen extrazellularer
ADP-Ribosylierung und intrazellularer Tyrosin-phbspylierung handeln koénnte,
wobei Tyrosinkinasen und ihre Zielproteine, wie der Einleitung dargestellt,

essentielle Akteure bei der T-Zellaktivierung sind.
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6 Perspektiven

Durch die Etablierung des 1G4-Assays ist die Unterang von ADP-Ribosylierung
wesentlich erleichtert worden. Im Rahmen dieserefirivurde der 1G4-Assay zur
Detektion ADP-ribosylierter Proteine im Westernb&tébliert. Dieser Assay wurde
mittlerweile auch schon von anderen Arbeitsgruppemnvendet ((Kawamura et al.,
2005; Seman et al., 2003)) und wird die Arbeit AP-Ribosylierung in Zukunft
weiter erleichtern. Im Rahmen dieser Arbeit konf@mer der erfolgreiche Einsatz
des 1G4-Antikérper in der Immunprazipitation nachigsen werden. Weitere
massenspektroskopische Untersuchungen von 1G4-lpnémipitaten unter
optimierten Bedingungen stellen fir zukinftige Expente eine interessante
Herausforderung dar, um unbekannte Zielproteinedeutifizieren. Zu optimieren
ware die Methode z.B., indem versucht wiirde, nfiero-Adenosin die Bindung der
ADP-ribosylierten Zielproteine an den 1G4-Antikdrel antagonisieren, da sich in
solch einem Eluat kein kontaminierender Antikorpexhr befande. Das im Rahmen
dieser Arbeit untersuchte unbekannte ca. 80 k-[®erProtein, welches sich als
extrazellulares Zielprotein von ARTs und intrazilles Zielprotein von
Tyrosinkinasen zeigte, ist sicherlich das interetesie und vielversprechendste
unbekannte Zielprotein fir diese Versuche, da eb sndglicherweise um ein
Schlusselprotein in der Signaltransduktion handénnte. Des Weiteren erscheint
es interessant, die Interaktionspartner der ARTpZa¢eine zu identifizieren und zu
charakterisieren. Die in dieser Arbeit identifizear Zielproteine DEC-205 und
Neuropilin-1 kdnnten moglicherweise im Rahmen demunologischen Synapse
eine wichtige Rolle spielen. Der 1G4-Assay ersdhaiabei als geeignetes
Werkzeug, die Fragestellung der ADP-Ribosylierumgrans Stellung innerhalb der
immunologischen Synapse zu untersuchen. Weitersu¢be mussten zeigen, ob
die Funktion von DEC-205 und Neuropilin durch ADb&Sylierung zu

beeinflussen ist.
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7 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde eine neue Methode zur DHustg ADP-ribosylierter
Proteine etabliert. Dafiir wurde ein flr etheno-Amn spezifischer Antikorper
(1G4), sowie etheno-NAD als Substrat der ARTs venet. Ein Schwerpunkt dieser
Arbeit war dabei die Etablierung dieses 1G4-AssangVestern Blot. Dabei konnten
bekannte Zielproteine wie Maus LFA-1, CD44, CD4Bgestellt werden, sowie der
Nachweis von humanem CD8-alpha als Zielproteinasttr werden. Ferner wurde
die Zielproteinspezifitat unterschiedlicher ARTstensucht. Durchflul3zytometrisch
konnte mit dem 1G4-Assay eine CD38 vermittelte Hemgn der ADP-
Ribosylierung von Zelloberflachenproteinem cis gezeigt werden. ADP-
Ribosylierung in trans konnte nicht nachgewiesen werden. Mittels
massenspektroskopischer Analyse von 1G4-Immunptéatgp konnten DEC-205
und Neuropilin-1 als neue Zielproteine der ARTsnitfeziert werden. Dartber
hinaus wurden Interaktionen zwischen Zielproteimen ARTs und Tyrosinkinasen
nachgewiesen. Es fanden sich ein ca. 80 kDa gréfsesein, was Tyrosin-
phosphoryliert und ADP-ribosyliert wurde, drei Tgno-phosphorylierte Proteine
(p70, p64 und p55), die mit ART-Zielproteinen iatgierten, sowie drei ADP-
ribosylierte Zielproteine (p83, p50 und p40), didgt myrosin-phophorylierten
Proteinen interagierten. Die Versuche zur T-ZellnGtation an primaren Maus-T-
Zellen erbrachten Hinweise darauf, dass zwei di€seteine (p80 und das p64)

maoglicherweise in die friihe Signaltransduktion VegAellen involviert sein kénnten.



Literaturverzeichnis 122

8 Literaturverzeichnis

Ablamunits V, Bridgett M, Duffy T, Haag F, Nissen, iMoch-Nolte F, et al.
Changing patterns of cell surface mono (ADP-ribpsgnsferase antigen
ART2.2 on resting versus cytopathically-activatedells in NOD/Lt mice.
Diabetologia 2001; 44: 848-58.

Adriouch S, Dox C, Welge V, Seman M, Koch-NolteHaag F. Cutting edge: a
natural P451L mutation in the cytoplasmic domaipams the function of the
mouse P2X7 receptor. J Immunol 2002; 169: 4108-12.

Adriouch S, Hubert S, Pechberty S, Koch-Nolte Fagik, Seman M. NAD+
Released during Inflammation Participates in T Geineostasis by
Inducing ART2-Mediated Death of Naive T Cells Invii J Immunol 2007;
179: 186-194.

Adriouch S, Ohlrogge W, Haag F, Koch-Nolte F, SeriwarRapid induction of
naive T cell apoptosis by ecto-nicotinamide adexiinecleotide:
requirement for mono(ADP-ribosyl)transferase 2 arbwnstream effector.
J. Immunol. 2001; 167: 196-203.

Aktories K. ADP-ribosylating toxins. Vol 175. Batti Springer Verlag, 1991.

Aktories K. Clostridial ADP-ribosylating toxins: fetcts on ATP and GTP-binding
proteins. Mol Cell Biochem 1994; 138: 167-76.

Aktories K, Barmann M, Ohishi I, Tsuyama S, Jakibl Habermann E. Botulinum
C2 toxin ADP-ribosylates actin. Nature 1986; 3220-2.

Aktories K, Just |. Bacterial Protein Toxins. BerlSpringer Verlag, 2000.

Albert ML, Pearce SF, Francisco LM, Sauter B, Ro®iverstein RL, et al.
Immature dendritic cells phagocytose apoptoticscah alphavbeta5 and
CD36, and cross-present antigens to cytotoxic Tplyocytes. J Exp Med
1998a; 188: 1359-68.

Albert ML, Sauter B, Bhardwaj N. Dendritic cellsgaire antigen from apoptotic
cells and induce class I-restricted CTLs. Natur@ghd 392: 86-9.

Allport JR, Donnelly LE, Kefalas P, Lo G, Nunn Aa¥ollahi-Farsani M, et al. A
possible role for mono (ADP-ribosyl) transferaséha signalling pathway
mediating neutrophil chemotaxis. Br. J. Clin. Phaeol. 1996; 42: 99-106.

Anderson HA, Hiltbold EM, Roche PA. ConcentratidiMHC class Il molecules in
lipid rafts facilitates antigen presentation. Namunol 2000; 1: 156-62.

Armstrong S, Merrill AR. Application of a fluoronmét assay for characterization of
the catalytic competency of a domain Il fragmehPseudomonas
aeruginosa exotoxin A. Anal. Biochem. 2001; 292326

Aswad F, Kawamura H, Dennert G. High sensitivityGid4+CD25+ regulatory T
cells to extracellular metabolites nicotinamiderade dinucleotide and ATP:
a role for P2X7 receptors. J Immunol 2005; 175:53683.

Baba T, Kariya M, Higuchi T, Mandai M, Matsumurakgndoh E, et al.
Neuropilin-1 promotes unlimited growth of ovariaancer by evading

contact inhibition. Gynecol Oncol 2007; 105: 703-11



Literaturverzeichnis 123

Balducci E, Horiba K, Usuki J, Park M, Ferrans Mi)ss J. Selective expression of
RT6 superfamily in human bronchial epithelial ceAsn J Respir Cell Mol
Biol 1999; 21: 337-46.

Bannas P, Adriouch S, Kahl S, Braasch F, Haag EhKxolte F. Activity and
specificity of toxin-related mouse T cell ecto-ADBesyltransferase ART2.2
depends on its association with lipid rafts. Bl@dd5; 105: 3663-70.

Batista FD, Iber D, Neuberger MS. B cells acquitegen from target cells after
synapse formation. Nature 2001; 411: 489-94.

Bonifaz LC, Bonnyay DP, Charalambous A, DargusteHijii S, Soares H, et al. In
vivo targeting of antigens to maturing dendrititisgia the DEC-205
receptor improves T cell vaccination. J Exp Med£20®9: 815-24.

Boulle N, Jones EM, Auguste P, Baird A. Adenosiihdsphate ribosylation of
fibroblast growth factor-2. Mol Endocrinol 1995; B87-75.

Bourbie-Vaudaine S, Blanchard N, Hivroz C, Romea BEndritic cells can turn
CD4+ T lymphocytes into vascular endothelial grovettor-carrying cells
by intercellular neuropilin-1 transfer. J Immun@i0®; 177: 1460-9.

Bozzacco L, Trumpfheller C, Siegal FP, Mehandrivi&kowitz M, Carrington M,
et al. DEC-205 receptor on dendritic cells medigtesentation of HIV gag
protein to CD8+ T cells in a spectrum of human MH@plotypes. Proc Natl
Acad Sci U S A 2007; 104: 1289-94.

Brdicka T, Pavlistova D, Leo A, Bruyns E, Korinek Xngelisova P, et al.
Phosphoprotein associated with glycosphingolipidetysed microdomains
(PAG), a novel ubiquitously expressed transmembaaiagtor protein, binds
the protein tyrosine kinase csk and is involvedegulation of T cell
activation. J Exp Med 2000; 191: 1591-604.

Brown DA, London E. Functions of lipid rafts in bagical membranes. Annu Rev
Cell Dev Biol 1998; 14: 111-36.

Bruder D, Probst-Kepper M, Westendorf AM, GeffersBRrissert S, Loser K, et al.
Neuropilin-1: a surface marker of regulatory T seltur J Immunol 2004;
34: 623-30.

Bruzzone S, Guida L, Zocchi E, Franco L, De Flora&CAnnexin 43 hemi channels
mediate Ca2+-regulated transmembrane NAD+ fluxestatt cells. Faseb.
J. 2001; 15: 10-12.

Cella M, Salio M, Sakakibara Y, Langen H, Julkuheglnanzavecchia A. Maturation,
activation, and protection of dendritic cells indddy double-stranded RNA.
J Exp Med 1999; 189: 821-9.

Cervantes-Laurean D, Loflin PT, Minter DE, JacobEbn Jacobson MK. Protein
modification by ADP-ribose via acid-labile linkage&sBiol Chem 1995; 270:
7929-36.

Chen J, Chen YG, Reifsnyder PC, Schott WH, Lee @shorne M, et al. Targeted
disruption of CD38 accelerates autoimmune diabetd&OD/Lt mice by
enhancing autoimmunity in an ADP-ribosyltransferastependent fashion. J
Immunol 2006; 176: 4590-9.

Chernushevich IV, Loboda AV, Thomson BA. An intration to quadrupole-time-
of-flight mass spectrometry. J Mass Spectrom 2661849-65.

Cockayne DA, Muchamuel T, Grimaldi JC, Muller-Stedf H, Randall TD, Lund
FE, et al. Mice deficient for the ecto-nicotinamaf#enine dinucleotide



Literaturverzeichnis 124

glycohydrolase CD38 exhibit altered humoral immuegponses. Blood
1998; 92: 1324-33.

Contreras JE, Sanchez HA, Eugenin EA, Speidel @jsTi, Willecke K, et al.
Metabolic inhibition induces opening of unapposedrexin 43 gap junction
hemichannels and reduces gap junctional commuarcaticortical
astrocytes in culture. Proc. Natl. Acad. Sci. U 3082; 99: 495-500.

Davis DM, Chiu I, Fassett M, Cohen GB, MandelboimmSfrominger JL. The human
natural killer cell immune synapse. Proc Natl AGmilU S A 1999; 96:
15062-7.

Davis RE, Mysore V, Browning JC, Hsieh JC, Lu QAt&ikis PD. In situ staining
for poly(ADP-ribose) polymerase activity using aADl analogue. J
Histochem Cytochem 1998; 46: 1279-89.

de Murcia G, Schreiber V, Molinete M, Saulier BCR®, Masson M, et al.
Structure and function of poly(ADP-ribose) polymsgaMol Cell Biochem
1994; 138: 15-24.

Di Virgilio F, Chiozzi P, Ferrari D, Falzoni S, SadM, Morelli A, et al. Nucleotide
receptors: an emerging family of regulatory molesuh blood cells. Blood
2001; 97: 587-600.

Domenighini M, Rappuoli R. Three conserved consesgguences identify the
NAD-binding site of ADP-ribosylating enzymes, exgged by eukaryotes,
bacteria and T-even bacteriophages. Mol Microb8d6, 21: 667-74.

Donnelly LE, Rendell NB, Murray S, Allport JR, Lo, Gefalas P, et al. Arginine-
specific mono(ADP-ribosyl)transferase activity dwe surface of human
polymorphonuclear neutrophil leucocytes. Biochet®96: 635-41.

Ferrero E, Malavasi F. The metamorphosis of a nubdedrom soluble enzyme to
the leukocyte receptor CD38. J Leukoc Biol 1999; ¥5l-61.

Fujita H, Okamoto H, Tsuyama S. ADP-ribosylatioragrenal glands: purification
and characterization of mono-ADP-ribosyltransfesaeed ADP-
ribosylhydrolase affecting cytoskeletal actin. JrBiochem Cell Biol 1995;
27: 1065-78.

Gierschik P. ADP-ribosylation of signal-transduconganine nucleotide-binding
proteins by pertussis toxin. Curr Top Microbiol Imnol 1992; 175: 69-96.

Glowacki G, Braren R, Cetkovic-Cvrlje M, Leiter EHaag F, Koch-Nolte F.
Structure, chromosomal localization, and expressfdhe gene for mouse
ecto-mono(ADP-ribosyl)transferase ART5. Gene 2@TE;: 267-77.

Glowacki G, Braren R, Firner K, Nissen M, Kuhl Meé&he P, et al. The family of
toxin-related ecto-ADP-ribosyltransferases in husnand the mouse. Protein
Sci. 2002; 11: 1657-1670.

Goding JW, Howard MC. Ecto-enzymes of lymphoid diinmunol. Rev. 1998;
161: 5-10.

Grahnert A, Friedrich M, Pfister M, Haag F, Kochiéd~, Hauschildt S. Mono-
ADP-ribosyltransferases in human monocytes: reguidiy
lipopolysaccharide. Biochem. J. 2002; 362: 717-723.

Grakoui A, Bromley SK, Sumen C, Davis MM, Shaw Adlen PM, et al. The
immunological synapse: a molecular machine comglIl’ cell activation.
Science 1999; 285: 221-7.



Literaturverzeichnis 125

Gubin AN, Njoroge JM, Wojda U, Pack SD, Rios M, RBE, et al. Identification
of the dombrock blood group glycoprotein as a pagwhic member of the
ADP-ribosyltransferase gene family. Blood 2000; 2621-7.

Haag F, Andresen V, Karsten S, Koch-Nolte F, Thig¢l&oth allelic forms of the
rat T cell differentiation marker RT6 display nic@mide adenine
dinucleotide (NAD)-glycohydrolase activity, yet griRT6.2 is capable of
automodification upon incubation with NAD. Eur.ldimunol. 1995; 25:
2355-2361.

Haag F, Freese D, Scheublein F, Ohlrogge W, AdhdaicSeman M, et al. T cells of
different developmental stages differ in sensiiv@ apoptosis induced by
extracellular NAD. Dev Immunol 2002; 9: 197-202.

Haag F, Koch-Nolte F. The vertebrate gene familgnoho(ADP-
ribosyl)transferases. Proposal for a unified nortegace. Adv. Exp. Med.
Biol. 1997; 419: 459-62.

Haag F, Koch-Nolte F. Endogenous relatives of Alibidsylating bacterial toxins in
mice and men: potential regulators of immune agiction. J. Biol. Regul.
Homeost. Agents 1998; 12: 53-62.

Haag F. K-NF. Two Novel Human Members of an Emagditammalian Gene
Family Related to Mono-ADP-Ribosylating BacteriaxXIns. Genomics
1999; Jan 1;55(1): 370-376.

Han MK, Cho YS, Kim YS, Yim CY, Kim UH. Interactioof two classes of ADP-
ribose transfer reactions in immune signaling.idl.EChem. 2000; 275:
20799-20805.

Hauschildt S, Scheipers P, Bessler WG. Lipopolysadde-induced change of
ADP-ribosylation of a cytosolic protein in bone-meaw derived
macrophages. Biochem. J. 1994; 297: 17-20.

He Z, Tessier-Lavigne M. Neuropilin is a receptarthe axonal chemorepellent
Semaphorin 1ll. Cell 1997; 90: 739-51.

Hingorani VN, Ho YK. Fluorescent labeling of sigrnednsducing G-proteins.
Pertussis toxin-catalyzed etheno-ADP ribosylatibtransducin. J Biol Chem
1988; 263: 19804-8.

Hollmann C, Haag F, Schlott M, Damaske A, BertutgitMatthes M, et al.
Molecular characterization of mouse T-cell ecto-Afilfosyltransferase Rt6:
cloning of a second functional gene and identiicrabf the Rt6 gene
products. Mol. Immunol. 1996; 33: 807-17.

Hu B, Guo P, Bar-Joseph |, Imanishi Y, Jarzynka Blgler O, et al. Neuropilin-1
promotes human glioma progression through potemgidghe activity of the
HGF/SF autocrine pathway. Oncogene 2007.

Hudrisier D, Bongrand P. Intercellular transfemaotigen-presenting cell
determinants onto T cells: molecular mechanismshéoidgical significance.
Faseb J 2002; 16: 477-86.

Jacobson EL, Jacobson MK. Tissue NAD as a bioch@measure of niacin status
in humans. Methods Enzymol. 1997; 280: 221-230.

Jacobson MK, Jacobson EL. ADP-ribose Transfer ReatMechanisms and
Biological Significance. New York: Springer Verlal89.

Janes PW, Ley SC, Magee Al, Kabouridis PS. Theablpid rafts in T cell antigen
receptor (TCR) signalling. Semin Immunol 2000; 23:34.



Literaturverzeichnis 126

Jiang W, Swiggard WJ, Heufler C, Peng M, Mirza £iBman RM, et al. The
receptor DEC-205 expressed by dendritic cells hgohic epithelial cells is
involved in antigen processing. Nature 1995; 3'A3-5.

kahl s. Charakterisierung der mono-ADP-Ribosyltfarssen mART2.2 und hART4
mithilfe von durch Gene-Gun Immunisierung geneeerfAntiseren und
monoklonalen Antikdrpern. FB Medizin 2002; Diss020

Kahl S, Nissen M, Girisch R, Duffy T, Leiter EH, &aF, et al. Metalloprotease-
mediated shedding of enzymatically active mouse-a@P-
ribosyltransferase ART2.2 upon T cell activatiotmdnunol 2000; 165:
4463-9.

Karsten S, Schrdder J, da Silva C, Kahlke D, Thi#B Koch-Nolte F, et al.
Expression and comparative analysis of recombirsrgnd mouse RT6 T
cell mono(ADP-ribosyl)transferases in E. coli. A&xp. Med. Biol. 1997,
419: 175-180.

Karsten S. Expression rekombinanter Formen deeRatZell-
Differenzierungsmarkers RT6 in eukaryontischen prakaryontischen
Systemen und Analyse seiner ADP-RibosyltransfefdarAtat; FB Medizin
1999; Diss 1999

Kawamura H, Aswad F, Minagawa M, Govindarajan Syt G. P2X7 receptors
regulate NKT cells in autoimmune hepatitis. J Im@il2006; 176: 2152-60.

Kawamura H, Aswad F, Minagawa M, Malone K, Kaslowk#ch-Nolte F, et al.
P2X7 receptor-dependent and -independent T cethdeanduced by
nicotinamide adenine dinucleotide. J Immunol 2Q054: 1971-9.

Kefalas P, Allport JR, Donnelly LE, Rendell NB, May S, Taylor GW, et al.
Arginine-specific mono(ADP-ribosyl)transferase w@ityi in human neutrophil
polymorphs. A possible link with the assembly ¢drfientous actin and
chemotaxis. Adv Exp Med Biol 1997; 419: 241-4.

Kim M, Jiang LH, Wilson HL, North RA, Surprenant Rroteomic and functional
evidence for a P2X7 receptor signalling complexbrd 2001; 20: 6347-58.

Klebl BM, Pette D. A fluorometric assay for measusant of mono-ADP-
ribosyltransferase activity. Anal Biochem 1996; 2385-52.

Koch F, Haag F, Thiele HG. Nucleotide and dedugrtha acid sequence for the
mouse homologue of the rat T-cell differentiatioarker RT6. Nucleic Acids
Res. 1990; 18: 3636.

Koch-Nolte F, Abromeit M, Gerber A, Kahl S, Ohlragy/, Glowacki G, et al.
Molecular characterization of NAD+-metabolizing@zymes in mice and
men: endogenous relatives of ADP-ribosylating bréadtéoxins. In:

Vanduffel L and Lemmens R, editors. Ecto-ATPasesRelated
Ectonucleotidases. Masstricht: Shaker Publishing,22000: 221-233.
Koch-Nolte F, Haag F, Braren R, Kuhl M, Hoover8dlasubramanian S, et al. Two
novel human members of an emerging mammalian geniyfrelated to

mono-ADP-ribosylating bacterial toxins. Genomic971939: 370-6.

Koch-Nolte F, Otto H, Glowacki G, Teczan D, Rheniéag F. Using PSI-Blast to
analyze the relation of bacterial toxins and manemaADP-
ribosyltransferases and to discover a new, potgnirderesting family
member. In: Griffin D and Labuda M, editors. Théektious Disease



Literaturverzeichnis 127

Review. Microbes of Man, Animals and the Environtn&upplement No 3.
Canterbury, UK: Tamurlane Press,, 2001a: 62-69.

Koch-Nolte F, Reche P, Haag F, Bazan F. ADP-riltcemytferases: plastic tools for
inactivating protein and small molecular weighgtts. J. Biotechnol. 2001b;
92: 81-87.

Kolodkin AL, Levengood DV, Rowe EG, Tai YT, GigedRGinty DD. Neuropilin is
a semaphorin Il receptor. Cell 1997; 90: 753-62.

Krebs C, Adriouch S, Braasch F, Koestner W, Ldildf Seman M, et al. CD38
Controls ADP-Ribosyltransferase-2-Catalyzed ADPeRdation of T Cell
Surface Proteins. J Immunol 2005; 174: 3298-305.

Krebs C, Koestner W, Nissen M, Welge V, Parusbkldlavasi F, et al. Flow
cytometric and immunoblot assays for cell surfa@PAibosylation using a
monoclonal antibody specific for ethenoadenosinelAiochem 2003; 314:
108-15.

la Sala A, Ferrari D, Di Virgilio F, Idzko M, Norgar J, Girolomoni G. Alerting and
tuning the immune response by extracellular numest J Leukoc Biol 2003;
73: 339-43.

Lazarowski ER, Boucher RC, Harden TK. Mechanismelgfase of nucleotides and
integration of their action as P2X- and P2Y-receptdivating molecules.
Mol Pharmacol 2003; 64: 785-95.

Liu ZX, Azhipa O, Okamoto S, Govindarajan S, Deni&rExtracellular
nicotinamide adenine dinucleotide induces t cetippsis in vivo and in
vitro. J Immunol 2001; 167: 4942-7.

Liu ZX, Yu Y, Dennert G. A cell surface ADP-ribosdnsferase modulates T cell
receptor association and signaling. J. Biol. ChE®89; 274: 17399-17401.

Ludden PW. Reversible ADP-ribosylation as a medrarof enzyme regulation in
procaryotes. Mol. Cell. Biochem. 1994; 138: 123-129

Lund F, Solvason N, Grimaldi JC, Parkhouse RME, Bi@M. Murine CD38: an
immunoregulatory ectoenzyme. Immunol Today 1995468-473.

Mac Gabhann F, Popel AS. Differential binding of &Eisoforms to VEGF
receptor 2 in the presence of neuropilin-1: a caaimnal model. Am J
Physiol Heart Circ Physiol 2005; 288: H2851-60.

Mahnke K, Guo M, Lee S, Sepulveda H, Swain SL, Mozwaeig M, et al. The
dendritic cell receptor for endocytosis, DEC-204n cecycle and enhance
antigen presentation via major histocompatibilibynplex class Il-positive
lysosomal compartments. J Cell Biol 2000; 151: 643-

Mahnke K, Qian Y, Fondel S, Brueck J, Becker C, Bihk Targeting of antigens to
activated dendritic cells in vivo cures metastatelanoma in mice. Cancer
Res 2005; 65: 7007-12.

Matsuyama S, Tsuyama S. Mono-ADP-ribosylation miriarpurification and
characterization of ADP-ribosyltransferases affegtctin from rat brain. J
Neurochem 1991, 57: 1380-7.

Matzinger P. An innate sense of danger. Semin Inohi®98; 10: 399-415.

McDonald LJ, Moss J. Enzymatic and nonenzymatic ADBsylation of cysteine.
Mol Cell Biochem 1994; 138: 221-6.



Literaturverzeichnis 128

McMahon KK, Piron KJ, Ha VT, Fullerton AT. Develogmtal and biochemical
characteristics of the cardiac membrane-bound imeispecific mono-ADP-
ribosyltransferase. Biochem J 1993; 293: 789-793.

Mishima K, Terashima M, Obara S, Yamada K, ImaBKimoyama M. Arginine-
specific ADP-ribosyltransferase and its acceptotgn p33 in chicken
polymorphonuclear cells: co-localization in thel gganules, partial
characterization, and in situ mono(ADP-ribosyl)atid Biochem Tokyo
1991; 110: 388-94.

Monks CR, Freiberg BA, Kupfer H, Sciaky N, Kupfer Fhree-dimensional
segregation of supramolecular activation clusters cells. Nature 1998;
395: 82-6.

Montixi C, Langlet C, Bernard AM, Thimonier J, DubcC, Wurbel MA, et al.
Engagement of T cell receptor triggers its recraitirto low-density
detergent-insoluble membrane domains. Embo J 190&334-48.

Moreno-Garcia ME, Partida-Sanchez S, Primack J,d&anToledo A, Muller-
Steffner H, Schuber F, et al. CD38 is expresseatbasovalently associated
homodimers on the surface of murine B lymphocyi&es.J Biochem 2004;
271: 1025-34.

Moss J, Vaughan M. ADP-ribosylation of guanyl natiée-binding regulatory
proteins by bacterial toxins. Advan. Enzymol. 1988; 303-379.

Nemoto E, Yu Y, Dennert G. Cell surface ADP-ribdsamsferase regulates
lymphocyte function- associated molecule-1 (LFAidr)ction in T cells. J.
Immunol. 1996; 157: 3341-3349.

Niven DF, Le Blanc L. Identity of V factor in cult® medium used for prior growth
of two strains of Staphylococcus aureus. Int J 8gsteriol 1992; 42: 642-4.

Ohlrogge W, Haag F, Lohler J, Seman M, Littman BHRgen N, et al. Generation
and characterization of ecto-ADP-ribosyltransferaB8 2.1/ART2.2-
deficient mice. Mol Cell Biol 2002; 22: 7535-42.

Okamoto S, Azhipa O, Yu Y, Russo E, Dennert G. Egpion of ADP-
ribosyltransferase on normal T lymphocytes andcggfef nicotinamide
adenine dinucleotide on their function. J. Immuii@98; 160: 4190-4198.

Okazaki 1J, Kim HJ, McElvaney NG, Lesma E, MosMadlecular characterization
of a glycosylphosphatidylinositol-linked ADP- ribdgansferase from
lymphocytes. Blood 1996; 88: 915-21.

Okazaki IJ, Moss J. Structure and function of eyl mono-ADP-
ribosyltransferases. Rev Physiol Biochem Pharma@96; 129: 51-104.

Ortolan E, Vacca P, Capobianco A, Armando E, Clivél, Horenstein A, et al.
CD157, the Janus of CD38 but with a unique perstynélell Biochem
Funct 2002; 20: 309-22.

Otto H, Tezcan-Merdol D, Girisch R, Haag F, Rhenkd¢h-Nolte F. The spvB
gene-product of the salmonella enterica viruledasmid is a mono(ADP-
ribosyl)transferase. Mol. Microbiol. 2000; 37: 110615.

Paone G, Wada A, Stevens LA, Matin A, Hirayama @vibhe RL, et al. ADP
ribosylation of human neutrophil peptide-1 regudate biological properties.
Proc. Natl. Acad. Sci. U S A 2002; 99: 8231-8235.

Partida-Sanchez S, Cockayne DA, Monard S, Jacdbsp®ppenheimer N, Garvy
B, et al. Cyclic ADP-ribose production by CD38 r&gas intracellular



Literaturverzeichnis 129

calcium release, extracellular calcium influx amemotaxis in neutrophils
and is required for bacterial clearance in vivot Mad 2001; 7: 1209-16.

Partida-Sanchez S, Goodrich S, Kusser K, OppenmdiimBandall TD, Lund FE.
Regulation of dendritic cell trafficking by the ABibosyl cyclase CD38:
impact on the development of humoral immunity. Inmiyi12004; 20: 279-
o1.

Parusel I, Kahl S, Braasch F, Glowacki G, Halver&éty Reid ME, et al. A panel of
monoclonal antibodies recognizing GPl-anchored ABsyltransferase
ART4, the carrier of the Dombrock blood group aatig. Cell Immunol
2005.

Pellat DC, Wietzerbin J, Drapier JC. NicotinamidRibits nitric oxide synthase
MRNA induction in activated macrophages. Bioche934.

Prochazka M, Gaskins HR, Leiter EH, Koch-Nolte laal§ F, Thiele HG.
Chromosomal localization, DNA polymorphism, and exgsion of Rt-6, the
mouse homologue of rat T-lymphocyte differentiatioarker RT6.
Immunogenetics 1991; 33: 152-156.

Quan S, Imai T, Mikami Y, Yazawa K, Dabbs ER, MakisN, et al. ADP-
ribosylation as an intermediate step in inactivatd rifampin by a
mycobacterial gene. Antimicrob. Agents Chemoth8@%t 43: 181-4.

Regnault A, Lankar D, Lacabanne V, Rodriguez A,ryI®, Rescigno M, et al.
Fcgamma receptor-mediated induction of dendriticroaturation and major
histocompatibility complex class I-restricted aetigoresentation after
immune complex internalization. J Exp Med 1999;:18R1-80.

Rescigno M, Citterio S, Thery C, Rittig M, Medagld, Pozzi G, et al. Bacteria-
induced neo-biosynthesis, stabilization, and seriaqression of functional
class | molecules in mouse dendritic cells. Prot Nead Sci U S A 1998;
95: 5229-34.

Rietveld A, Simons K. The differential miscibilitf lipids as the basis for the
formation of functional membrane rafts. Biochim Biys Acta 1998; 1376:
467-79.

Rodriguez A, Regnault A, Kleijmeer M, Ricciardi-Gagnoli P, Amigorena S.
Selective transport of internalized antigens toaytesol for MHC class |
presentation in dendritic cells. Nat Cell Biol 1999 362-8.

Sallusto F, Cella M, Danieli C, Lanzavecchia A. Detic cells use
macropinocytosis and the mannose receptor to ctnratemacromolecules
in the major histocompatibility complex class lingpartment:
downregulation by cytokines and bacterial produttsxp Med 1995; 182:
389-400.

Saxty BA, Yadollahi-Farsani M, Upton PD, Johnst&@i, MacDermot J.
Inactivation of platelet-derived growth factor-B&llbwing modification by
ADP-ribosyltransferase. Br. J. Pharmacol. 2001; 1239-1226.

Schroeder R, London E, Brown D. Interactions betwssurated acyl chains confer
detergent resistance on lipids and glycosylphosgyiatositol (GPI)-
anchored proteins: GPl-anchored proteins in lipesand cells show similar
behavior. Proc Natl Acad Sci U S A 1994; 91: 12430-



Literaturverzeichnis 130

Schuber F, Lund FE. Structure and enzymology of ADBsyl cyclases: conserved
enzymes that produce multiple calcium mobilizingabelites. Curr Mol
Med 2004, 4: 249-61.

Schubert W, Bonnekoh B, Pommer AJ, Philipsen L, K&tmann R, Malykh Y, et al.
Analyzing proteome topology and function by autosdatultidimensional
fluorescence microscopy. Nat Biotechnol 2006; 24QL8.

Seman M, Adriouch S, Haag F, Koch-Nolte F. Ecto-Afilidsyltransferases
(ARTSs): emerging actors in cell communication aighaling. Curr Med
Chem 2004; 11: 857-72.

Seman M, Adriouch S, Scheuplein F, Krebs C, Fr&gglowacki G, et al. NAD-
induced T cell death: ADP-ribosylation of cell agé proteins by ART2
activates the cytolytic P2X7 purinoceptor. Immurf#§03; 19: 571-82.

Simons K, Ikonen E. Functional rafts in cell menmas Nature 1997; 387: 569-72.

Spinelli SL, Kierzek R, Turner DH, Phizicky EM. Trsient ADP-ribosylation of a
2'-phosphate implicated in its removal from ligatRNA during splicing in
yeast. J. Biol. Chem. 1999; 274: 2637-44.

Stefanova |, Horejsi V, Ansotegui 1J, Knapp W, &iager H. GPl-anchored cell-
surface molecules complexed to protein tyrosinas@s. Science 1991; 254:
1016-9.

Steinman RM. Dendritic cells and the control of iomity: enhancing the efficiency
of antigen presentation. Mt Sinai J Med 2001; @®-6.

Terashima M, Badruzzaman M, Tsuchiya M, Shimoyam&kbcytosis of arginine-
specific ADP-ribosyltransferase and p33 induced\B$187 and calcium or
serum-opsonized zymosan in chicken polymorphonutdekocytes. J
Biochem (Tokyo) 1996; 120: 1209-15.

Terashima M, Hara N, Badruzzaman M, Shimoyama Mcfitya M. ADP-
ribosylation of tuftsin suppresses its receptodbig capacity and
phagocytosis-stimulating activity to murine pergahmacrophages. FEBS
Lett 1997; 412: 227-32.

Tezcan-Merdol D, Nyman T, Lindberg U, Haag F, Kddbite F, Rhen M. Actin is
ADP-ribosylated by the Salmonella enterica virukassociated protein
SpvB. Mol Microbiol 2001; 39: 606-19.

Tordjman R, Lepelletier Y, Lemarchandel V, Cambqt®&ulard P, Hermine O, et
al. A neuronal receptor, neuropilin-1, is esseritathe initiation of the
primary immune response. Nat Immunol 2002; 3: 427-8

Trumpfheller C, Finke JS, Lopez CB, Moran TM, MdliteB, Soares H, et al.
Intensified and protective CD4+ T cell immunityritice with anti-dendritic
cell HIV gag fusion antibody vaccine. J Exp Med @0P03: 607-17.

Tsuchiya M, Hara N, Yamada K, Osago H, Shimoyam&Mning and expression
of cDNA for arginine-specific ADP-ribosyltransfeefrom chicken bone
marrow cells. J Biol Chem 1994; 269: 27451-27457.

van den Berg CW, Cinek T, Hallett MB, Horejsi V, Man BP. Exogenous glycosyl
phosphatidylinositol-anchored CD59 associates Witases in membrane
clusters on U937 cells and becomes Ca(2+)-signabmngpetent. J Cell Biol
1995; 131: 669-77.



Literaturverzeichnis 131

Veillette A, Bookman MA, Horak EM, Bolen JB. The @and CD8 T cell surface
antigens are associated with the internal memisansine-protein kinase
p56Ick. Cell 1988; 55: 301-8.

Wang J, Nemoto E, Dennert G. Regulation of CTL ttp@ictinamide adenine
dinucleotide (NAD) involves ADP-ribosylation of &@ick-associated
protein. J. Immunol. 1996; 156: 2819-2827.

Wang J, Nemoto E, Kots AY, Kaslow HR, Dennert Gg&ation of cytotoxic T
cells by ecto-nicotinamide adenine dinucleotide NAorrelates with cell
surface GPIl-anchored/arginine ADP-ribosyltransferds Immunol. 1994,
153: 4048-4058.

Weng B, Thompson WC, Kim HJ, Levine RL, Moss J. Miodtion of the ADP-
ribosyltransferase and NAD glycohydrolase actigitd a mammalian
transferase (ADP-ribosyltransferase 5) by auto-AibBsylation. J Biol
Chem 1999; 274: 31797-803.

Witmer-Pack MD, Swiggard WJ, Mirza A, Inaba K, $t@an RM. Tissue
distribution of the DEC-205 protein that is detelcby the monoclonal
antibody NLDC-145. Il. Expression in situ in lympd@nd nonlymphoid
tissues. Cell Immunol 1995; 163: 157-62.

Yamamoto-Katayama S, Ariyoshi M, Ishihara K, Hirahalingami H, Morikawa K.
Crystallographic studies on human BST-1/CD157 wibbP-ribosyl cyclase
and NAD glycohydrolase activities. J Mol Biol 20(:6: 711-23.

Young TL, Santella RM. Development of techniquestanitor for exposure to
vinyl chloride: monoclonal antibodies to ethenoam®#ne and ethenocytidine.
Carcinogenesis 1988; 9: 589-92.

Yu Y, Okamoto S, Nemoto E, Dennert G. Moleculanahg of a functional murine
arginine-specific mono-ADP- ribosyltransferase @aexpression in
lymphoid cells. DNA Cell. Biol. 1997; 16: 235-44.

Zanovello P, Bronte V, Rosato A, Pizzo P, Di ViigiF. Responses of mouse
lymphocytes to extracellular ATP. Il. Extracellul®TP causes cell type-
dependent lysis and DNA fragmentation. J Immun@ 945: 1545-50.

Ziegler M. New functions of a long-known molecutgmerging roles of NAD in
cellular signaling. Eur. J. Biochem. 2000; 267: Q54

Zolkiewska A, Moss J. Integrin alpha 7 as substi@te
glycosylphosphatidylinositol-anchored ADP-ribosgfisferase on the surface
of skeletal muscle cells. J. Biol. Chem. 1993; 288273-25276.

Zolkiewska A, Nightingale MS, Moss J. Molecular cheterization of NAD:arginine
ADP-ribosyltransferase from rabbit skeletal musElec. Natl. Acad. Sci.
USA 1992; 89: 11352-11356.



Danksagung 132

9 Danksagung

Mein Dank gilt in erster Linie meinem wissenschelfttn Betreuer, Herrn Prof. Dr.
Friedrich Haag, der mich in allen Belangen hervgerad unterstitzte, mir einen
grof3en Freiraum gab, eigene ldeen umzusetzen urel ttatzdem immer mit Rat
und Tat zur Seite stand. AuBerdem geht mein Danklemn Prof. Dr. Friedrich
Nolte, der mich ebenfalls stark unterstitzte und & zu jeder Zeit wertvolle
Anregungen, Tips und Interpretationen zu meinerefrgab.

Des Weiteren mochte ich Vivienne Welge, Fenja BraasGudrun Dubberke,
Fabienne Seyfried fur die exzellente technischeetdtiitzung, fur Ratschlage und
Unterstitzung wéahrend meiner Arbeit im Labor dank&s allen Mitgliedern des
Diagnostiklabors und des Forschungslabors des tdtsstifir Immunologie des
Universitatsklinikums Hamburg Eppendorf bedanke ielich fur die freundliche
Arbeitsatmosphare und die schone Zeit im Labor.

Bedanken mdchte ich mich ferner bei Fritz Buck, dier massenspektroskopischen
Untersuchungen durchgefihrt hat, bei Niklas Engds,mich in die Techniken zur
Tyrosinphosphorylierung eingefiihrt hat und bei Bt Schraven, der uns den
PAG-Antikorper zur Verfigung stellte.

Schlie3lich mochte ich meiner Frau Eva fur die Jahgge personliche

Unterstitzung bei dieser Arbeit danken.



Lebenslauf

133

10 Lebenslauf

Name:

Adresse:

Tel.:

Geburtsdatum und —ort

Schulausbildung
1983 - 1987
1987 - 1996

Mai 1996

Zivildienst
1996 - 1997

Studium
10.1997 — 10.2003
10.2003 — 11.2004
11.2004

Berufliche Tatigkeit
12.2004 — 10.2006

Seit 10.2006

Wolfgang Koestner
Stolzestrasse 10, 30171 Hannover
0511-7693789

19.06.1976 in Hannover

Grundschule (Hannover)
Gymnasium (Hannover)
Abschluf3: Abitur

Tagesforderstatte fur mehrfach scétivehinderte
Menschen, (Hannover)

Studium der Humanmedizin am
Universitatskrankenhaus Hamburg Eppendorf (UKE)
Studium der Humanmedizin am éisitatsklinikum
Schleswig-Holstein (UK-SH), Campus Libeck

Approbation als Arzt

Assistenzarzt in der Akutneutielog
im Neurologischen Zentrum Bad Segeberg
Wissenschaftlicher Mitarbeiter in Béadiatrischen
Hamatologie und Onkologie,
Medizinische Hochschule Hannover (MHH)



Publikationen und Prasentationen 134

11 Publikationen und Prasentationen:

Publikationen

.Flow cytometric and immunoblot assays for cellfane ADP-ribosylation using a
monoclonal antibody specific for ethenoadenosine.”

Krebs C,Koestner W, Nissen M, Welge V, Parusel |, Malavasi F, Leitet,
Santella RM, Haag F, Koch-Nolte F.: Anal Biochend02 Mar 1;314(1):108-15.
(PMID: 12633608)

,CD38 controls ADP-ribosyltransferase-2-cataly2dalP-ribosylation of T cell
surface proteins.”

Krebs C, Adriouch S, Braasch Kpestner W, Leiter EH, Seman M, Lund FE,
Oppenheimer N, Haag F, Koch-Nolte F.: J ImmunoD2WMar 15;174(6):3298-305.
(PMID: 15749861)

Prasentationen

2001 PrasentationSth Joint Meeting of the Signal Transduction SgciébTS),
Weimar 2001:

W. Koestner, Niklas Engels, F. Koch-Nolte, F. Haag: “Intracér
Tyrosinephosphorylation meets ADP-ribosylation”

2002 Prasentation: Deutsche Gesellschaft fur Imitognoin Halle, Germany:
W. Koestner, C. Krebs, Niklas Engels, F. Haag & F. Koch-Nolténteractions
between targetproteins of ARTs and Tyrosinkinases*

2002 Prasentation: Deutsche Gesellschaft fir Imbogi®in Halle, Germany:

C. Krebs,W. Koestner, M. Nissen, V. Welge, D. Freese, F. Haag & F. Kbldite: “A
FACS-assay to monitor the activity of GPl-anchorecto-ADP-ribosyltransferases on
lymphocytes”

Awards

Second poster-price in the 5th Joint Meeting of $hgnal Transduction Society
(STS), Weimar 2001



Erkléarung 135

12 ERKLARUNG

Ich versichere ausdricklich, dass ich die Arbelibsténdig und ohne fremde Hilfe
verfasst, andere als die von mir angegebenen Quefid Hilfsmittel nicht benutzt
und die aus den benutzten Werken wortlich oderlilntta entnommenen Stellen
einzeln nach Ausgabe (Auflage und Jahr des Ersehs)n Band und Seite des
benutzten Werkes kenntlich gemacht habe, und dhsdieé Dissertation bisher nicht
einem Fachvertreter an einer anderen HochschuléJbarpriifung vorgelegt oder

mich anderweitig um Zulassung zur Promotion bewoebe.

UNLEISCNIIfl. ... e,



